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I. Introduction 
1. Infection par le VIH : 
A. Brève histoire de la pandémie et de la découverte du VIH 
1) Découverte du VIH 
En 1981, cinq cas de pneumonie à Pneumocystis carinii associés à une déplétion sévère 
des lymphocytes T sont décris chez des hommes à Los Angeles1. En France des cas 
similaires sont également rapportés et la description clinique du syndrome de 
l’immunodéficience acquise (SIDA) commence à se préciser. L’observation de signes peu 
spécifiques (fièvre, perte de poids, adénopathies chroniques généralisées), ainsi que de 
signes caractéristiques d’un déficit de l’immunité cellulaire (sarcome de Kaposi, 
pneumonie à Pneumocystis carinii, autres infections opportunistes graves) permettent de 
suivre l’incidence de ce syndrome1. Très vite l’hypothèse d’un agent infectieux, 
probablement viral, transmis par voie sexuelle ou par transfusion est formulée. A cette 
date, le premier rétrovirus humain, virus T-lymphotropique humain 1 (HTLV-1), venait 
d’être décrit, et le rétrovirus leucemogène félin (FeLV) était démontré comme inducteur 
d’une immunodéficience sévère chez les chats2. L’hypothèse d’un agent rétroviral 
nouveau chez l’homme est donc émise. En 1983, l’équipe de l’Institut Pasteur composée 
du Pr Willy Rozenbaum, du Pr Françoise Brun-Vézinet, du Pr Christine Rouzioux, du Pr 
Luc Montagnier,  du Pr Jean-Claude Chermann et du Pr Françoise Barré-Sinoussi isole 
et cultive des cellules provenant d’une biopsie d’un nœud lymphatique d’un patient 
souffrant de lymphadénopathie généralisée3. Les cultures des lymphocytes T, réalisées 
en présence d’interleukine-2, ont mis en évidence l’activité d’une enzyme, la transcriptase 
inverse, caractéristique des rétrovirus. Ils observent également l’effet cytopathique du 
virus sur ces cellules. L’observation en microscopie électronique du virus bourgeonnant 
à la surface de cellule confirme l’hypothèse d’un agent viral3. La structure des virions 
observée était proche de celle de rétrovirus décrit chez les chèvres et les chevaux. Il fut 
d’abord nommé virus associé à la lymphadénopathie (LAV), puis désigné virus de 
l’immunodéficience humaine-1 (VIH-1). Dans l’année suivant la découverte du virus, un 
test sérologique a été mis au point et a permis de réaliser des études épidémiologiques à 
grande échelle, qui confirment l’association entre SIDA et infection par le VIH-1. Ces 
recherches furent à l’origine de la mise au point des premiers tests de dépistage de 
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l’infection par le VIH. Parallèlement le récepteur CD4, exprimé par une sous population 
de lymphocytes, est identifié comme cible du virus pour son entrée dans la cellule4. Dix 
ans plus tard, un corécepteur d’entrée du virus est découvert : le récepteur aux 
chimiokines CCR5. Ainsi, les individus porteurs de la mutation ∆32 du gène codant CCR5 
(∆32-CCR5) n’expriment pas ce récepteur et montrent un résistance à l’infection par le 
VIH5. A la même époque, le CXCR4 est identifié comme le corécepteur de l’entrée du VIH 
à tropisme lymphocytaire6. La stratégie et le mécanisme d’entrée du virus commencent 
alors à se préciser. 
2) Origine du VIH et classification 
Depuis la découverte du VIH-1, l’origine de cette épidémie émergente a fait l’objet 
d’intenses recherches. En 1986, un virus morphologiquement similaire mais 
antigéniquement différent fut isolé chez des patients ouest africains atteints de SIDA7. Ce 
virus, nommé virus de l’immunodéficience humaine de type 2 (VIH-2), était génétiquement 
éloigné du VIH-1 mais relativement proche d’un virus causant une immunodéficience chez 
les macaques. Un peu plus tard, d’autres virus furent collectivement appelés virus de 
l’immunodéficience simienne (SIV) et caractérisés par leur suffixes en fonction de 
l’espèce d’origine : le singe vert africain (agm), le singe mangabey fumé (sm), le mandrill 
(mnd), le chimpanzé (cpz), le macaque (mac) et bien d’autres8 (Figure 1). Ces virus 
semblent largement non pathogènes chez leur hôte naturel, ce qui montre une longue 
coévolution hote-pathogène9. Des études supplémentaires confirment également que le 
SIVmac n’est pas un pathogène naturel du macaque, mais il est apparu par accident dans 
les centres américains, en inoculant plusieurs espèces de macaques avec du sang ou 
des tissus provenant de singes mangabey fumés, naturellement infectés10. Le 
séquençage du VIH-1 et du VIH-2 a permis de suivre l’évolution du virus, qui proviendrait 
d’un transfert zoonotique de virus infectant naturellement les primates en Afrique11. Ainsi, 
le SIVcpz infectant les chimpanzés est très homologue au VIH-1, alors que le SIVsm 
infectant les mangabeys couronnés est génétiquement proche du VIH-212.  
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Figure 1 : Phylogénie des lentivirus. Relations évolutives des séquences de Pol (770 
acides aminés) isolées à partir de nombreux lentivirus. Les espèces hôtes sont indiquées 
à droite. Les virus exogènes sont notés en noir, avec le SIVmac, le HIV-1 et le HIV-2 en 
rouge ; les virus endogènes sont en violet. L’échelle représente 0,1 acide aminé remplacé 
par site8. Adapté de Sharp PM, Hahn BH. Cold Spring Harb Perspect Med. 2011. 
Le VIH-1 a été divisé entre 4 sous-groupes M, N, O et P, dont chacun semble provenir 
d’un passage inter-espèce distinct13. L’hypothèse la plus probable de la transmission 
serait un contact entre du sang de primates infectés et la peau ou les muqueuses des 
chasseurs. L’épidémiologie moléculaire daterait l’apparition du groupe M du VIH-1 entre 
1910 et 19308. Cette infection zoonotique de l’homme est donc ancienne mais les forts 
changements démographiques et sociaux de la fin du 20ème siècle ont favorisé la 
dissémination de la maladie pour devenir pandémique dans les années quatre-vingt-dix. 
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3) Evolution des stratégies thérapeutiques et prophylactiques 
La caractérisation du cycle viral et l’identification de cibles thérapeutiques ont permis la 
mise au point du premier antirétroviral : l’azidothymidine (AZT) en 198714. Cette molécule 
initialement utilisée à des fins anticancéreuses se révèle être un inhibiteur de la 
transcription inverse du virus, une étape clé du cycle des rétrovirus. Mais très vite les 
premières résistances à l’AZT apparaissent. L’avancée thérapeutique majeure est la mise 
au point de thérapies combinant plusieurs molécules antirétrovirales, limitant ainsi le 
développement des résistances et réduisant la morbidité et la mortalité associées à 
l’infection. L’association d’un inhibiteur de protéase avec deux inhibiteurs nucléosidiques 
de la transcriptase inverse (NRTI) forme alors la thérapie combinée antirétrovirale (cART). 
Malgré les avancées thérapeutiques, les ART ne rétablissent pas complètement les 
fonctions immunitaires et la santé des patients. Les traitements sont responsables d’effets 
secondaires et nécessitent d’être pris à vie. L’infection par le VIH est associée à une 
inflammation chronique et une activation immunitaire, qui très probablement entraine une 
immunosenescence à long terme15. Les nouvelles stratégies actuellement développées 
cherchent l’obtention d’une guérison fonctionnelle, permettant aux patients de contrôler 
de façon permanente l’infection sans pour autant obtenir l’éradication complète du virus 
de l’organisme. 
Pendant plusieurs années, les seuls moyens de prévention efficaces contre l’infection par 
le VIH furent le préservatif associé à l’éducation et le changement des comportements. 
Puis en 1994, un essais clinique montre qu’un traitement antirétroviral donné à la mère 
réduit significativement la transmission du virus à l’enfant pendant la grossesse16. En 
2005 et 2007, deux essais cliniques montrent que la circoncision masculine favorise la 
protection contre l’infection17. En 2010, une nouvelle stratégie de prévention, la 
prophylaxie pre-exposition (iPrEX), montre que la prise quotidienne d’une combinaison 
d’emtricitabine et de ténofovir réduit le risque de contamination18. Enfin en 2011, une 
étude utilisait la cART pour réduire significativement la transmission sexuelle du VIH chez 
des couples séro-discordants (couples dont l’un est séropositif et pas l’autre). Les 
résultats indiquent que le traitement ART entraine une charge virale indétectable et une 
réduction de 96% du taux de transmission entre partenaires discordant en couple.  
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Les stratégies vaccinales ont été développées dans les premières heures de la 
découverte du virus mais plus de 30 ans plus tard aucun vaccin n’est disponible. La 
difficulté de la vaccination contre le VIH est due à l’évolution et la mutation constante du 
virus lui permettant d’échapper à la réponse immunitaire. Un vaccin idéal serait capable 
de générer une réponse humorale formant des anticorps neutralisants à large spectre 
(bNAb) reconnaissant des régions conservées de l’enveloppe du VIH. La mise au point 
d’un tel vaccin est actuellement inaccessible mais les nombreux essais cliniques ont 
permis de préciser les mécanismes d’induction de la réponse vaccinale. En 2014, 
l’infection par le virus de l’immunodéficience humaine (VIH) affectait 36,9 millions de 
personnes dans le monde et représentait la 6ème cause de mortalité (Rapport UNAIDS 
2015). Nous allons maintenant nous intéresser aux caractéristiques du cycle viral et de la 
physiopathologie du VIH, qui expliquent la complexité de cette infection. 
B. Etiologie et cycle viral  
1) Eléments de classification du VIH et structure virale 
Le VIH est un virus appartenant aux rétrovirus, qui possède dans son génome une 
enzyme capable de transcription rétrograde de l’ARN en ADN, inversant ainsi le flux 
habituel de l’information génétique. Le VIH est du genre lentivirirus, regroupant des 
rétrovirus connus pour induire des maladies chroniques chez les mammifères 
domestiques comme le mouton (virus Visna Maedi), la chèvre (virus de l’encéphalite 
infectieuse caprine), le cheval (virus de l’anémie infectieuse équine), le chat (virus de 
l’immunodéficience féline) et le bovin (virus de l’immunodéficience bovine). 
Le VIH est un virus à ARN positif diploïde, c’est à dire qu’il possède deux copies de son 
génome ARN dont la polarité est celle de l’ARNm. Ces deux copies du génome sont 
encapsidées avec des enzymes virales : une transcriptase inverse, une protéase, une 
ribonucléase et une intégrase, toutes codées par le gène pol (Figure 2). Les protéines de 
capside (p17, p24 et p7) sont codées par le gène gag. La nucléocapside est-elle même 
entourée d’une enveloppe membranaire provenant de la cellule infectée. Cette enveloppe 
possède 72 projections, ou spicules, composées des glycoprotéines gp120 et gp41. La 
gp120 interagit avec le récepteur CD4 et le corécepteur CCR5 ou CXCR4 à la surface de 
la cellule cible. Le tropisme cellulaire est défini par la boucle V3 de la gp120, qui est une 
région hypervariable reconnaissant spécifiquement CCR5 pour la souche R5, ou CXCR4 
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pour la souche X4. La gp41 permet l’ancrage de la gp120 à l’enveloppe viral et permet la 
fusion entre l’enveloppe et la membrane cellulaire, après attachement de la gp120.  Ces 
deux protéines sont codées par le gène env du virus. 
Figure 2 : Structure et organisation génétique du VIH-1. (A) Représentation schématique d’une coupe du VIH 
montrant les différentes glycoprotéines et acides nucléiques le constituant. (B) Micrographie électronique de virions du 
VIH grossis 175 000 fois3. (C) Organisation génétique des différents gènes du VIH-1. Illustrations modifiées de 
« Immunologie, 7ème Ed », Kuby, Owen, Punt, Stanford, Edition DUNOD. 
2) Physiopathologie et cycle viral  
Le mode de transmission du VIH est principalement muqueux, même si les produits 
dérivés du sang ainsi que l’usage de drogues injectables via des seringues usagées ont 
eu un rôle épidémiologique fort. Le VIH-1 peut traverser les barrières muqueuses en 
passant par les cellules M, qui sont très nombreuses dans l’épithélium des amygdales et 
du rectum. Le virus peut aussi traverser la barrière épithéliale par un phénomène de 
transcytose permis par des récepteurs aux chimiokines et des syndecanes exprimés par 
les cellules épithéliales. Les prolongements cytoplasmiques des cellules dendritiques 
dans la lumière intestinale ou vaginale sont également capables de capter le virus. Les 
virus capturés par ces cellules dendritiques peuvent être ensuite transmis aux LT sous-
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jacents, initiant l’infection. L’infection primaire des muqueuses par le VIH-1 s’établit 
principalement par des virus liant le CCR5, ce sont les souches nommées R5. Ce 
récepteur aux chimiokines est exprimé par les cellules dendritiques et les macrophages 
(exprimant également CD4) ainsi que les lymphocytes T CD4+ auxiliaires (LTH). Les 
cellules dendritiques de Langerhans expriment DC-SIGN, une lectine de type C liant les 
chaines oligosaccharidiques attachées à la gp120. L’activation de ce récepteur entraine 
son internalisation associée au virus dans des vésicules non lysosomiales à pH acides, 
préservant le virus, et provoque la migration de la cellule de Langerhans vers les nœuds 
lymphatiques drainants. Dans la zone T des nœuds lymphatiques, la cellule dendritique 
présente le virus aux LTH et forme une synapse immunologique où le virus infecte 
directement le LTH. 
L’entrée du virus dans le LTH est effectuée par le glycoprotéine gp120 de l’enveloppe 
virale qui se lie au CD4 et des récepteurs aux chimiokines (CCR5 ou CXCR4), tous 
concentrés au niveau de la synapse immunologique (Figure 3). Suite à cette interaction, 
la gp120 change de conformation et permet à la gp41 de lier la membrane de la cellule 
cible et d’induire une fusion membranaire. La nucléocapside du virus entre dans le 
cytoplasme sous forme d’un complexe de pré-intégration. L’ARN viral est transcrit en 
ADNc double brin par la transcriptase inverse et le complexe migre vers le noyau. Cette 
étape de transcription inverse possède un taux d’erreur élevé ce qui génère de 
nombreuses mutations. Certaines de ces mutations entraineront un cycle abortif, mais 
d’autres au contraire permettront l’échappement permanent du virus à la réponse 
immunitaire. L’ADNc est ensuite intégré au génome de la cellule hôte (provirus) via 
l’intégrase qui positionne les séquences LTR (long terminal repeat) à proximité de 
promoteurs forts comme celui de NF-kB. Le produit du gène tat (trans-activateur de la 
transcription) permet l’expression productive du génome proviral. Les protéines 
d’enveloppe gp120 et gp41 sont assemblées au niveau du réticulum endoplasmique pour 
arriver au niveau membranaire. La nucléocapside est assemblée dans le cytosol au 
niveau de la membrane. La réplication du virus va conduire à la destruction de la cellule 
infectée. 




Figure 3 : Schéma simplifié du cycle viral du VIH-1. La sous-unité trimérique de la gp120 interagit avec le CD4 ce 
qui induit un changement de conformation et une interaction avec le récepteur aux chimiokines, aboutissant à la fusion 
transmembranaire. Après fusion, la capside sert de matrice pour la transcription inverse de l’ARNsb viral en ADNc. Des 
signaux de localisation nucléaire permettent l’export du complexe nucléoprotéique vers le noyau, où le génome proviral 
est intégré dans l’ADN chromosomique. Les LTR permettent une intégration dans des séquences sous contrôle du 
facteur de transcription NF-kB, exprimé lors de l’activation cellulaire. La protéine virale régulatrice Tat augmente le 
niveau de transcription du provirus. Les ARN viraux sont exportés dans le cytoplasme par Rev et sont traduit et intégrés 
aux particules virales en formation. Illustration tirée de « Immunité : La réponse immunitaire dans les maladies 
infectieuses et inflammatoires ». A.L De Franco, M. Robertson, R.M Locksley. Edition De Boeck, 2009. 
 
Des protéines accessoires du virus permettent un échappement à la réponse immune et 
une augmentation de sa virulence. La protéine Nef (facteur négatif) réprime l’expression 
du CMH de classe I tout en épargnant les ligands des récepteurs inhibiteurs des cellules 
NK (HLA-E et HLA-C). La reconnaissance par les lymphocytes T CD8+ spécifiques n’est 
donc pas permise et l’activation des cellules NK est évitée. Nef entraine également la 
surexpression de Fas-L tout en supprimant la signalisation de Fas de la cellule infectée, 
protégeant la cellule de l’apoptose. La protéine virale Vif lie et inactive une enzyme 
cellulaire de modification de l’ARN qui constitue un système de défense cellulaire contre 
les rétrovirus. La cytidine désaminase APOBEC3G induit une transition C vers U sur le 
brin négatif de l’ADNc pendant la transcription inverse, provoquant une hypermutation 
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létale pour le virus. Cette enzyme APOBEC3G est incorporée dans la particule virale au 
cours de son assemblage et exerce son activité dans le complexe de pré-intégration. 
Néanmoins, la protéine virale Vif ubiquitine APOBEC3G ce qui provoque sa dégradation 
par le protéasome et empêche son intégration à la particule virale. Cette ubiquitine ligase 
Vif est présente dans tous les rétrovirus, sauf le virus de l’anémie infectieuse équine, mais 
possède une activité hôte spécifique. La protéine virale Vpr possède la capacité de 
bloquer le cycle cellulaire en phase G2/M, facilite l’infection des macrophages et permet 
le transport nucléaire du complexe de pré-intégration. Par ce mécanisme Vpr induit 
également l’apoptose de la cellule infectée. Enfin la protéine accessoire Vpu augmente 
l’efficacité de la libération des virions en inhibant la protéine cellulaire Tetherine. Ces 
facteurs de virulence permettent au virus d’échapper à la réponse immunitaire et de 
diffuser dans l’organisme. 
Le récepteur CD4 est également exprimé par les monocytes circulants, les cellules 
dendritiques folliculaires (FDC, cellules non hématopoïétiques) et les cellules microgliales 
du système nerveux central. La mobilité et la diversité des cellules ciblées permettent au 
virus de se disséminer rapidement dans les tissus comme les organes lymphoïdes 
secondaires et le tractus digestif. Nous développerons le rôle des différentes cibles 
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2. Etablissement des réservoirs viraux au cours de l’infection par le VIH et son 
traitement 
Les nouvelles combinaisons d’antirétroviraux (cART) ont permis de diminuer de manière 
très significative et durable la réplication virale, améliorant ainsi considérablement la vie 
des patients. Néanmoins, il n’existe pas aujourd’hui de traitement permettant l’éradication 
du virus de l’organisme. L’interruption des traitements s’accompagne dans la quasi-
totalité des cas, d’un rebond de la charge virale plasmatique et d’une reprise de la 
progression de la maladie19. L’origine du virus après l’arrêt du traitement est probablement 
double : le réservoir viral et la réplication résiduelle dans des sanctuaires 
pharmacologiques. 
Figure 4 : Contraction lente du réservoir viral latent autour d’un groupe de cellules 
T CD4+, principalement TSCM et TCM. Représentation de la dynamique immunologique 
du réservoir T CD4+ latent et de la taille relative des 4 sous-populations mémoires formant 
ce compartiment en fonction du temps. La surface est proportionnelle au nombre de 
copies d’ADN du VIH intégrées dans chacune des sous-populations T CD4 mémoires 
dans le sang20. Adapté de Jaafoura S et al. Nat Commun. 2014. 
 
D’une part, le réservoir viral, constitué de LT CD4+ quiescents infectés21, permet au virus 
de persister sous une forme peu visible du système immunitaire. Les LT CD4+ mémoire 
centraux (T), mémoire transitionnels (T) et les mémoires effecteurs (T), dans une 
moindre mesure, sont les principaux réservoirs dans le sang périphérique chez les 
patients infectés par le VIH recevant un traitement antirétroviral20 (Figure 4). La 
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persistance à long terme du virus est également permise par l’infection d’une population 
peu différenciée de cellules mémoires possédant des capacités d’auto-renouvèlement, 
les LT CD4+ souche mémoires (T)22. Cette population T	joue un rôle de réservoir 
viral important chez le macaque rhésus infecté par le virus de l’immunodéficience 
simienne (SIV) traité par cART et chez l’homme. Les réservoirs de cellules T et T 
sont progressivement détruits par le traitement, mais le réservoir se concentre 
progressivement sur des populations cellulaires à longue durée de vie T et T (Figure 
4). Ainsi la taille de ce réservoir est proportionnelle à la virémie cumulée, d’où la nécessité 
d’initier le traitement précocement20. 
D’autre part, la réplication virale résiduelle dans des tissus sanctuaires 
pharmacologiques, inaccessibles aux traitements antirétroviraux, alimente la reprise de 
la réplication virale23. Le système nerveux central, le tractus génital, les organes 
lymphoïdes secondaires24, les tissus lymphoïdes associés au tube digestif (GALT) et le 
tissu adipeux25 sont des réservoirs tissulaires où la distribution de la cART ne permet pas 
d’atteindre une concentration optimale pour la suppression et l’éradication du virus.  
Nous allons maintenant étudier le rôle possible en tant que réservoir de certains organes 
et tissus suspectés d’être des sanctuaires pharmacologiques. 
A. Tissus lymphoïdes associés au tube digestif 
Dès le début de l’épidémie de SIDA, il semblait clair pour les chercheurs et les cliniciens 
que le tractus gastro-intestinal était le site majeur de l’infection et de la pathogénèse, quel 
que soit le mode d’acquisition26. Avant le développement des thérapies antirétrovirales, 
la grande majorité des patients présentaient des complications gastro-intestinales 
associées à un déclin rapide de leur état de santé27. Les premières études histologiques 
réalisées chez des patients atteints de formes chroniques et de stades SIDA montrent 
une détérioration de l’architecture gastro-intestinale, caractérisée par une atrophie des 
villosités et un infiltrat inflammatoire composé de LT CD4+26. L’étude des macaques 
infectés par le SIV met alors en évidence que la majorité des LT CD4+ des tissus 
lymphoïdes associés au tube digestif (GALT) est infecté et tué dans les premières 
semaines de l’infection28. Ces observations seront également reproduites chez l’homme29   
(Figure 5). Les GALT représentent un réservoir et une cible majeure pour le virus, en 
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hébergeant 60% à 80% des LT CD4+ du corps30. 
Figure 5 : Démonstration endoscopique et histologique de la déplétion en cellules 
T CD4+ du tube digestif de patients atteints de SIDA. Les images (a) et (b) montrent 
l’iléon terminal par endoscopie. Le patient atteint du SIDA ne présente plus de GALT 
visible à la surface de sa muqueuse iléale. Les images (c) et (d) montrent des coupes 
histologiques de GALT, issues d’une biopsie d’iléon terminal, colorée à l’hématoxyline-
éosine, puis marquées pour le CD4 en immunohistochimie (couleur vermillon). La 
déplétion en cellules CD4+ iléales est très marquée chez les patients atteints de SIDA. (e) 
Comparaison du nombre de cellules T CD4+ dans des échantillons de tube digestif, de 
sang périphérique et de ganglions lymphatiques obtenues chez des individus séropositifs 
et sains29. Adapté de Brenchley JM et al. J Exp Med. 2004. 
 
Le SIV/VIH infecte de façon préférentielle des LTH17, une population auxiliaire productrice 
d’IL-22 et IL-17 permettant le maintien de l’intégrité des jonctions serrées de l’épithélium, 
la défense contre les infections bactériennes et fongiques31. Les LTH17 se développent 
en équilibre avec les LTreg dans les GALT et la lamina propria32. Physiologiquement il 
existe une balance entre réaction pro-inflammatoire/renouvellement de l’épithélium et la 
tolérance du microbiote (anciennement appelée flore microbienne), qui préserve notre 
interaction fonctionnelle avec le microbiote. Le modèle actuel postule, que au cours de la 
phase aiguë de l’infection par le VIH, la perturbation de la balance LTH17 / LTreg est à 
l’origine de l’altération de la barrière gastro-intestinale. Le microbiote est alors capable de 
traverser l’épithélium intestinal pour atteindre la lamina propria par un mécanisme appelé 
translocation bactérienne32. L’exposition continue des cellules présentatrices d’antigène 
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de la lamina propria induit une activation immunitaire systémique, qui recrute, active des 
LT CD4+ et donc alimente la réplication virale33. 
La cART ne permet pas de résoudre l’entéropathie et de restaurer la structure des GALT, 
malgré le contrôle de l’infection34. Un pool de cellules, infectées de façon latente et active, 
continue de perpétuer les dysfonctions de l’immunité mucosale observée chez les 
patients26. Les lymphocytes T infectés de façon latente dans ces tissus forment un 
réservoir pour le virus. Il semble que ce réservoir alimente le sang périphérique en virus 
et en cellules infectés, y compris chez les patients sous ART35. La distribution du réservoir 
le long du tube digestif n’est pas homogène. Elle dépend notamment de l’expression de 
transporteurs et de cytochromes P450 modifiant la biodisponibilité de la cART dans le 
tube digestif36 23. Les GALT sont donc des organes lymphoïdes secondaires sanctuaires 
pharmacologiques pour le virus tout comme les nœuds lymphatiques que nous allons 
maintenant aborder.  
B. Nœuds lymphatiques 
Dans cette partie nous nous focaliserons sur les nœuds lymphatiques, mais ce qui est 
décrit ici est généralisable aux autres organes lymphoïdes secondaires. Les nœuds 
lymphatiques sont des organes lymphoïdes secondaires à partir desquels le VIH fut pour 
la première fois isolé et cultivé 3. L’infection par le VIH provoque une adénopathie 
correspondant à une hypertrophie folliculaire, c’est à dire une augmentation de taille des 
follicules avec la formation de centres germinatifs, due à une multiplication accrue des 
lymphocytes B (LB)37. Ce phénomène reflète une activation polyclonale des LB, et se 
traduit notamment par l’hypergammaglobulinémie, identifié très précocement lors de 
l’infection. Durant la phase aiguë, la zone paracorticale augmente également de taille du 
fait de l’expansion des LT CD8+, ce qui participe à l’adénopathie37. Au cours de l’infection 
l’architecture des nœuds lymphatiques est progressivement perdue avec une involution 
des follicules, une disparition des centres germinatifs et des changements du paracortex 
et des sinus sous-corticaux. Cette modification structurale s’explique notamment par la 
perte des LT CD4+, mais également par la disparition des cellules dendritiques folliculaires 
(FDC)38. Les FDC sont des cellules d’origine non hématopoïétique qui structurent les 
follicules secondaires et leurs centres germinatifs en sécrétant notamment la chimiokine 
CXCL1338. Les FDC sont capables de capturer les antigènes via des récepteurs au 
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complément et des récepteurs Fc, pour les présenter aux LB. Par ce mécanisme les FDC 
participent, en association avec les LT CD4+ folliculaires (TFH), au processus 
d’hypermutation somatique, de sélection et de différenciation en cellule mémoire des LB. 
Les FDC ne sont pas infectées par le virus mais jouent le rôle de réservoir en capturant 
les virons à leur surface via le récepteur au complément39. Les TFH du centre germinatif 
seront infectés au contact des FDC et des LB, porteurs de particules virales à leur surface 
sous forme de complexe immun ou liés aux molécules du complément. 
En absence de traitement, les nœuds lymphatiques sont des sites de réplication majeurs 
du virus et ils ont également été identifiés comme des sanctuaires pharmacologiques. Les 
macaques cynomolgus infectés par le SIV et recevant un traitement ART montrent une 
réplication virale persistante dans les nœuds lymphatiques, malgré une bonne 
suppression de la réplication dans le sang24. Le virus a été trouvé dans de nombreux 
nœuds lymphatiques de macaques infectés sous cART : mésentérique, axillaire, inguinal, 
iliac et cervical23. De plus, une étude menée sur des macaques infectés par le SIV et 
traités par zidovudine/lamivudine/idinavir montre que la lamivudine est en faible 
concentration dans ce compartiment24. Cette faible concentration est également corrélée 
avec la charge virale dans les nœuds lymphatiques. Il y a donc une mauvaise diffusion 
de la cART dans les nœuds lymphatiques, qui atteint une concentration non optimale. 
En absence de traitement, les TFH représentent le site majeur de réplication virale, ainsi 
60-75% des cellules productrices de virus sont localisées dans les follicules des nœuds 
lymphatiques40. Les LTFH sont des lymphocytes T auxiliaires participant à la commutation 
isotypique et la maturation d’affinité des lymphocytes B dans les follicules des organes 
lymphoïdes secondaires30. Les TFH représentent un réservoir cellulaire latent lors de 
l’infection des macaques rhésus par le SIV39, et chez des patients infectés par le VIH sous 
cART40. Ce rôle de réservoir s’explique, d’une part, par leur localisation histologique et, 
d’autre part, par leur permissivité au virus. Ainsi, dans les follicules, le gradient de 
chimiokines ne permet pas aux LT CD8+ cytotoxiques (LTC) de migrer et de tuer ces 
cellules infectées, conférant une protection des LTFH infectés par le virus41. Chez le 
macaque, peu de LTc spécifiques du SIV expriment le récepteur de migration CXCR5 en 
absence de CCR7 (rétention extrafolliculaire), les empêchant d’accéder au follicule42. De 
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plus, les LTFH sont très permissives au virus en exprimant CXCR4, CCR5 et la protéine 
anti-apoptotique Bcl-2, qui augmente la production du virus43. Dans les premières phases 
de l’infection les populations LTFH sont en expansion en parallèle des celulles des 
follicules. La cART entraine une diminution relative du nombre de LTFH, mais celui-ci reste 
plus élevé que celle d’individus sains. Le traitement ne permet pas de rétablir les 
dysfonctions des LTFH provoquant une altération de la réponse humorale et vaccinale44. 
D’un point de vue fonctionnel, les LTFH sécrètent moins d’IL-21 et IL-4 chez les patients 
infectés pouvant altérer la maturation d’affinité44. 
Les FDC jouent également le rôle de réservoir au cours du traitement par la capture des 
virions ciblés par des anticorps, via les récepteurs au complément et au Fc38. Elles 
peuvent capturer et maintenir des particules virales infectantes pendant des mois, créant 
un répertoire de la diversité et de l’évolution génétique de la quasi-espèce virale38. Les 
nœuds lymphatiques sont donc des compartiments sanctuaires, où une réplication 
résiduelle se produit malgré la mise en place de la cART, participant donc à la progression 
de la maladie. 
C. Système nerveux central 
Très tôt des troubles neurologiques ont été associés à l’infection par le VIH-1. Entre 40% 
et 70% des individus infectés présentent des troubles du système nerveux central (SNC) 
et du système nerveux périphérique (SNP)45. De nombreuses complications 
neurologiques ont été caractérisées : la démence associée au SIDA, l’encéphalopathie 
due au SIDA, la démence associée au VIH (HAD), le neuro-SIDA et plus récemment les 
troubles neurocognitifs associés au VIH (HAND)46. Les preuves de l’infection précoce du 
SNC par le VIH s’accumulent. L’utilisation de la cART a permis de diminuer la prévalence 
de la démence associée au VIH. Ces patients présentaient une déficience sévère des 
fonctions motrices, une incapacité à réaliser des taches complexes ou encore une perte 
d’initiative47. Néanmoins, l’incidence des troubles cognitifs modérés dû au VIH persiste, 
avec un impact significatif sur la mortalité et la qualité de vie des patients45. De plus, les 
évidences post-mortem d’encéphalopathies dues au VIH persistent malgré la cART. 
L’existence de la barrière hémato-encéphalique fait du SNC un compartiment 
relativement imperméable à la cART48, formant un sanctuaire pharmacologique pour le 
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virus et provoquant les HAND46. De nombreux traitements antirétroviraux, dont les 
inhibiteurs de protéase, sont des substrats de transporteur de la barrière hémato-
encéphaliques comme la P-glycoprotéine49. Localisées sur la surface des cellules 
endothéliales cérébrales, les P-glycoprotéines pompent hors du cerveau et bloquent de 
nombreuses molécules thérapeutiques. Par l’inflammation qu’il induit, le VIH-1 augmente 
l’activité des P-glycoprotéines de la barrière hémato-encéphalique50. Les traitements 
antirétroviraux ne peuvent donc pas atteindre une dose thérapeutique dans le SNC. 
Le modèle communément admis de l’infection du SNC est celui de « l’hypothèse du 
cheval de Troie »51. Le virus parvient à franchir la barrière hémato-encéphalique via des 
monocytes et des LT CD4+ infectés, qui circulent du sang vers le SNC où ils propagent 
l’infection45 (Figure 6). Un phénomène de transcytose via les cellules endothéliales se 
produit également, mais son implication dans l’infection du SNC semble plus minime que 
la transmission cellulaire46. Dans le cerveau, les macrophages péri-vasculaires ainsi que 
la microglie sont productivement infectés par le VIH52. L’infection dans le SNC des cellules 
résidentes ainsi que des cellules migrantes provoquent une inflammation et la libération 
de cytokines pro-inflammatoires (TNF et IL-1β)53, qui en retour activent la microglie et les 
astrocytes52 (Figure 6). La microglie et les macrophages péri-vasculaires sont les 
principaux acteurs de la neuro-inflammation dans l’infection par le VIH. Ils libèrent des 
facteurs neurotoxiques (acides aminés activateurs, cytokines) entrainant une dysfonction 
et une mort neuronale46. De plus, les protéines virales sécrétées par les cellules infectées 
agissent directement sur les neurones en perturbant leur activité54 (Figure 6). Les LT 
infectés, qui ont pénétré dans le SNC, transmettent également le virus aux astrocytes, 
exprimant CCR5 et CXCR4, via la formation de synapses virologiques. Les astrocytes 
répliquent faiblement le virus, mais ils provoquent des modifications fonctionnelles de 
cette population de cellules gliales55. La barrière hémato-encéphalique, ainsi que les 
fonctions nutritives et régulatrices des astrocytes sont alors altérées. Le métabolisme et 
la fonction neuronale est modifié, expliquant en partie le développement de troubles 
neurocognitifs. L’inflammation générée par la multiplication virale provoque la libération 
de chimiokines, qui mobilisent et activent des monocytes et des LT CD4 circulant. Ces 
cellules seront à leur tour cibles du virus, générant un phénomène d’amplification en 
boucle, entretenant l’inflammation. Les dégâts provoqués par l’inflammation sont 
visualisables à l’imagerie cérébrale. Chez les individus infectés par le VIH et suspects de 
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troubles neurocognitifs on observe une atteinte de la matière grise et des régions sous-




. Le SNC est donc un sanctuaire pharmacologique participant à la persistance virale 
et l’infection persistante à encore un impact clinique majeur chez les patients traités.  
 
Figure 6 : Migration cellulaire et virale depuis le sang périphérique vers le cerveau au cours de l’infection par 
le VIH. Le VIH peut infiltrer le SNC par de nombreux moyens dont des cellules infectées traversant la barrière hémato-
encéphalique (BHE) et par transcytose. Le VIH est capable d’infecter la microglie et les astrocytes, activant ces 
populations cérébrales qui vont libérer de nombreuses cytokines pro-inflammatoires. Cette inflammation entraine une 
mort neuronale à l’origine de maladies neurodégénératives. Dans un second temps, les monocytes et les cellules T 
infectés migrent dans le cerveau, se transformant en macrophages et cellules T activées du fait de l’environnement 
inflammatoire. La libération de cytokines inflammatoires par les macrophages et les cellules T activées amplifient 
l’inflammation cérébrale et activent d’autant plus la microglie et les astrocytes. L’inflammation cérébrale est également 
alimentée par les cytokines circulantes et par l’activation des cellules endothéliales de la BHE46. Adapté de Hong S, 
Banks WA. Brain Behav Immun. 2015. 
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D. Le tractus génital 
La transmission sexuelle du VIH reste actuellement la voie d’acquisition la plus 
fréquente58. Le tractus génital de la femme est complexe d’un point de vu immunologique 
et microbien. Il comprend deux compartiments, le tractus génital inférieur et supérieur, 
anatomiquement séparés et avec des environnements différents. Lors du traitement 
cART, une réplication virale est identifiée dans le liquide cervico-vaginal associée une 
inflammation locale, malgré des niveaux indétectables d’ARN viral dans le plasma59. Cette 
inflammation locale semble se mettre en place suivant des interactions complexes entre 
hormones sexuelles, immunité mucosale et microbiote du tractus génital. L’augmentation 
de l’inflammation génitale permet le recrutement, l’activation de cellules immunitaires 
cibles du virus et assure le maintien d’un réservoir de cellules infectés de façon latentes60. 
Les macrophages du vagin et de l’exocol expriment plus le récepteur CD4, le CCR5 et le 
CXCR4 comparé aux macrophages résidents de l’intestin61. Il y a ainsi une forte 
proportion de cellules cibles et réservoirs dans le vagin et l’exocol. Les monocytes, les 
macrophages et les lymphocytes sont considérés par certains auteurs comme les 
réservoirs principaux dans le tractus génital de la femme sous cART 62. La dispersion de 
ces cellules dans la muqueuse cervico-vaginale alimente ensuite les sécrétions du col et 
du vagin en cellules infectées. Dans un groupe de patientes suivi longitudinalement 
recevant la cART, le taux d’ARN VIH-1 dans ces sécrétions est corrélé à la virémie 
plasmatique59. Néanmoins, le taux d’ADN proviral dans les sécrétions cervico-vaginales 
est plus important que celui des cellules mononuclées sanguines dans le même groupe 
de patientes 59. Ainsi la cART ne permet pas la clairance du réservoir cellulaire dans la 
moitié des femmes suivies, même après 6 mois de traitement59. Mais il est encore 
nécessaire de caractériser l’impact du cycle menstruel et de la régénération de 
l’endomètre, avec l’enrichissement en cellules immunitaires qui l’accompagne, pour 
comprendre la dynamique du réservoir viral dans ce compartiment. 
Le VIH est présent dans le sperme sous forme de particules virales et de cellules 
infectées, dont on pensait qu’elles provenaient du sang. Mais les souches de VIH 
présentent dans le sperme évoluent séparément de celles du sang et des autres 
compartiments63. L’appareil reproducteur de l’homme constitue donc un compartiment 
distinct du sang, qui produit des particules virales sous une pression de sélection qui lui 
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est propre. Le sperme est composé de cellules et de sécrétions provenant des testicules, 
de l’épididyme, la prostate, les vésicules séminales et des glandes bulbo-urétrales. Les 
lymphocytes et les macrophages constituant le sperme ne sont pas les seuls producteurs 
des particules virales détectées dans le liquide séminal. Il est actuellement admis que les 
spermatozoïdes ne sont pas productivement infectés par le virus mais pourraient jouer le 
rôle de transporteur passifs des virions produits dans les testicules et l’épididyme64. La 
cART permet de réduire la charge virale dans le sang et le liquide séminal, mais une faible 
virémie est détectable dans le liquide séminale et des cellules infectées par le VIH peuvent 
toujours être récupérées dans le sperme65. L’existence de la barrière hémato-testiculaire 
et de pompes à efflux exprimées par un grand nombre de cellules testiculaires restreint 
l’accès des traitements à cet organe64. L’infection des macaques cynomolgus par le SIV 
montre qu’une infection productive a lieu dès la phase aiguë de l’infection66. Les cellules 
infectées dans l’interstitium testiculaire sont principalement des lymphocytes et des 
macrophages, mais certaines études rapportent une infection des cellules germinales66. 
Le VIH est également présent dans les glandes accessoires et des études montrent que 
le HIV/SIV est présent dans des cellules immunitaires infiltrant l’épididyme, la prostate et 
la vésicule séminale d’hommes 67 67 et de macaques 68 aux stades SIDA. Les cellules 
immunitaires infectées sont principalement localisées dans le stroma et dans l’épithélium 
pour l’épididyme. L’infection chronique des glandes accessoires est associée à un infiltrat 
de cellules T et une production de cytokines inflammatoires66. La prostate et les vésicules 
séminales montrent un niveau d’infection supérieur à l’épididyme et le testicule. Sachant 
que ces deux glandes produisent 90% du liquide séminal, la prostate et les vésicules 
séminales sont les plus grandes sources de virus dans le sperme64. De façon intéressante 
la prostate est préférentiellement infectée par les souche R5 du VIH, transmises 
sexuellement, en comparaison aux souches X469. Il semble que les testicules puissent 
former un sanctuaire pharmacologique. Aucune étude référencée ne semble avoir 
déterminé la concentration des différents traitements antirétroviraux dans l’appareil 
reproducteur de l’homme. Les glandes accessoires semblent participer au réservoir viral 
mais des études supplémentaires sont nécessaires pour mieux les caractériser. La 
pénétration de la cART n’est pas uniforme dans le tractus génital faisant donc de cet 
appareil un sanctuaire pharmacologique. Ainsi la concentration des inhibiteurs non 
nucléosidiques de la transcriptase inverse (NNRTI) et des inhibiteurs de protéases est 
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plus faible dans le tractus génital de l’homme et de la femme comparé au plasma. Par 
contre les concentrations d’inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse (NRTI) 
sont plus fortes70. Dans la plupart des études, les concentrations des traitements dans le 
liquide séminal et cervico-vaginal sont utilisées pour estimer les concentrations tissulaires 
ce qui induit un biais dans l’analyse des réservoirs. Le tractus génital supérieur de la 
femme n’est donc pas accessible par cette approche. 
E. Le tissu adipeux 
Une étude récente (Damouche et al. PLoS Pathog. 2015) fait l’hypothèse que le tissus 
adipeux participe à l’activation chronique du système immunitaire et à la persistance 
virale25. Lors de l’infection par le VIH des altérations métaboliques ainsi que des niveaux 
élevés de cytokines pro-inflammatoires sont présentes dans le tissu adipeux71. Le tissu 
adipeux est composé d’adipocytes et d’une fraction vasculaire stromale (SVF), cette 
dernière contenant des lymphocytes T CD4+, T CD8+ et des macrophages. Dans cette 
étude, ils différencient le tissu adipeux sous-cutané (SCAT) du tissu adipeux viscéral 
(VAT) du fait de leurs différences en termes de fonction métabolique et d’infiltrat 
immunitaire. Le tissu adipeux de macaques infectés par le SIV contient plus de 
macrophages, des LT CD4+ et LT CD8+ et ils montrent un profil plus activé comparé au 
groupe témoin. De plus, le pourcentage relatif de cellules T CD4+ est significativement 
diminué chez les macaques infectés, alors que le pourcentage de cellules T CD8+ est lui 
plus élevé. Chez les macaques infectés, la présence de cellules productrices de virus a 
été confirmée par la détection d’ARN viral dans ce tissu. Il est également possible de 
réactiver les LT CD4+ du tissu adipeux, produisant alors des particules virales (Figure 7). 
Des résultats similaires ont été observés chez des patients sous cART et ayant subi une 
chirurgie viscérale, qui a permis de collecter les échantillons. Chez ces patients, la fraction 
vasculaire stromale est positive pour l’ADN et l’ARN du VIH. Le tissu adipeux pourrait 
donc représenter un réservoir chez les patients recevant la cART en hébergeant des 
cellules infectées de façon latente, et également un site de réplication résiduelle. Deux 
mécanismes semblent empêcher la cART d’être efficace dans le tissu adipeux : le tissus 
adipeux est peu accessible à la cART 72 et la séquestration des traitements dans des 
gouttelettes lipidiques73. Le tissu adipeux est donc un nouveau candidat de réservoir viral 
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ou de sanctuaire participant à l’échec de l’éradication par les traitements antirétroviraux. 
 
Figure 7 : Quantification de l’ADN et de l’ARN du SIV dans les cellules du tissu adipeux. (A 
et B) quantification de l’ADN et de l’ARN du SIV réalisée sur la fraction vasculaire stromale (SVF), 
les cellules T CD4+ et les cellules CD14+ après tri cellulaire, et les cellules mononuclées du sang 
périphérique (PBMC) de macaques infectés par le SIV. (C) Hybridation in situ pour l’ARN du SIV 
réalisée sur le tissu adipeux sous-cutané (SCAT) et le tissu adipeux viscéral (VAT) provenant d’un 
macaque infecté. Le tissu prostatique d’un individu infecté par le SIV a été utilisé comme témoin 
positif. Bar d’échelle : 50 µm. La faction SVF provenant de macaques infectés chroniquement 
contient des cellules T CD4+ et des cellules CD14+ infectées par le SIV. La présence d’ARN du 
SIV suggère qu’il y a une production virale dans les cellules immunitaires du tissu adipeux. Adapté 
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F. Macrophages 
Les macrophages sont également permissifs au virus et maintiennent la réplication virale 
au niveau tissulaire. La localisation anatomique des macrophages et la présence de 
pompes à efflux diminuant les concentrations intracellulaires des traitements 
antirétroviraux74, fait de cette population myéloïde un acteur clé de la persistance virale 
dans les sanctuaires pharmacologiques. Il semble que les macrophages soient moins 
susceptibles à l’effet cytopathique du VIH. L’assemblage du virus se produit dans le 
compartiment intracellulaire contenant les molécules du CMH de classe II et libère les 
virions après fusion de ces vésicules avec la membrane. Ainsi, une hypothèse est que les 
protéines virales ne sont pas exposées à la surface membranaire du macrophage, le 
rendant moins susceptible aux lymphocytes T cytotoxiques. Les macrophages 
s’accumulent notamment dans l’intestin durant l’infection, montrent un profil activé, et 
libèrent des cytokines pro-inflammatoires (IFN-α et TNF-α), qui participent à la mise en 
place d’une inflammation locale et systémique75 alimentant l’activation des LT et donc la 
réplication virale. 
G. Bilan 
Les sanctuaires pharmacologiques sont donc à l’origine d’une persistance virale et d’une 
réplication résiduelle dans de nombreux organes et cellules, où les traitements n’ont pas 
accès. L’absence d’éradication du virus est en partie responsable d’une inflammation 
chronique délétère chez les patients infectés par le VIH. Certains auteurs définissent 
même l’infection par le VIH comme une maladie inflammatoire chronique, au cours de 
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3. Inflammation systémique au cours de l’infection par le VIH 
A. Le VIH : une maladie inflammatoire chronique 
La persistance de l’inflammation est une des caractéristiques majeures de l’infection par 
le VIH, y compris chez les individus bénéficiant d’un traitement76. Les adultes infectés par 
le VIH ont un risque plus élevé de développer des maladies non associées au SIDA. Les 
maladies cardiovasculaires, neurocognitives, hépatiques, rénales, l’ostéoporose, et 
certains cancers sont ainsi plus fréquents chez les personnes infectées par le VIH 
comparé aux individus sain du même âge77. Comme la plupart de ces maladies sont 
associées au vieillissement, l’hypothèse que le VIH induise un vieillissement accéléré a 
été explorée15. De nombreux facteurs contribuent au développement ces maladies : 
toxicité des traitements antirétroviraux, facteurs de risques divers (obésité, hypertension 
et consommation de drogue), et surtout le dysfonctionnement du système immunitaire 
associé à une inflammation excessive. La fréquence des cellules T activées, des 
monocytes inflammatoires et des cytokines inflammatoires est plus élevée chez les 
patients infectés par le VIH non traités, et traités que dans une population témoin d’âge 
équivalent78. La persistance de l’inflammation systémique est également corrélée à un 
état d’hypercoagulabilité observé chez ces patients79. Le modèle actuel postule ainsi 
qu’un état inflammatoire de faible intensité mais persistant, même après contrôle par des 
antirétroviraux, provoque un dysfonctionnement vasculaire et des altérations de l’état de 
coagulation, qui finissent par induire des maladies sur un ou plusieurs organes76. 
L’inflammation chronique résulte de la persistance de cellules infectées80, d’une 
translocation microbienne excessive au niveau de l’intestin81, de la réplication d’autres 
virus (Cytomégalovirus, co-infections hépatites virales)76 et probablement d’autres 
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Figure 8 : Principales causes de la persistance de l'inflammation au cours de 
l’infection par le VIH. Malgré la mise en place de la cART, l’inflammation chronique 
persiste chez les patients. Celle-ci est principalement alimentée par la translocation 
microbienne, la réplication résiduelle dans les sanctuaires pharmacologiques, le réservoir 
cellulaire latent et les co-infections. Adapté de Younas, M.et al. HIV Medicine (2015). 
 
B. Translocation microbienne, immunité innée et inflammation chronique 
L’altération de la muqueuse intestinale conduisant à la translocation microbienne joue un 
rôle majeur dans l’inflammation chronique76. La translocation microbienne correspond au 
passage de produits microbiens depuis la lumière intestinale vers la circulation 
systémique, en absence d’une bactériémie. Les produits bactériens et fongiques 
comprennent le peptidoglycane, l’acide lipotéichoïque, le lipopolysaccharide (LPS), la 
flagelline, l’ADN ribosomal et l’ADN contenant des CpG non méthylés33. Ce sont 
généralement les produits bactériens qui sont étudiés dans ce contexte, c’est la raison 
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pour laquelle il est souvent fait mention de translocation bactérienne. Cette translocation 
bactérienne systémique observée chez les patients infectés est due à la perte des LTH17, 
la destruction de la barrière épithéliale intestinale et à la diminution de la clairance des 
produits bactériens par phagocytose33. 
Les dommages du tractus intestinal ont été décris très tôt dans l’épidémie du VIH, avec 
des patients présentant une diarrhée et une perte de poids du fait d’un syndrome de 
malabsorption. De façon direct (protéines virales) et indirect (TNFα et IFNγ), le virus 
entraine une perte des entérocytes par apoptose et une rupture des jonctions serrées 
amenant à une augmentation de perméabilité aux produits microbiens33 (Figure 9). Les 
biopsies jéjunales révèlent une atrophie partielle des villosités avec une hyperplasie des 
cryptes. Ils observent une diminution des plasmocytes producteurs d’immunoglobuline A 
(IgA), en corrélation avec des dysfonctionnements des cellules B et la diminution des 
concentrations en IgA dans la lumière intestinale 82 83. 
La balance entre lymphocytes TREG et TH17 au niveau des tissus lymphoïdes associés à 
l’intestin est bouleversée et amplifie l’activation du système immunitaire84 (Figure 9). Cet 
équilibre, essentiel pour maintenir l’intégrité de la barrière intestinale, est rompu et 
alimente une translocation bactérienne, qui persiste sous traitement cART85. Les TH17 
expriment les corécepteurs CCR5 et CCR6 (marqueur de migration intestinale) et sont 
ainsi infectés de façon préférentielle par le virus. Les TH17 favorisent le recrutement des 
neutrophiles et la production de peptides antimicrobiens comme les défensines, et sont 
donc supposés contrôler les bactéries extracellulaires et les champignons. Ainsi la perte 
des cellules TH17 semble entrainer une prolifération microbienne86. Les cellules TH17 
produisent de l’IL-22 qui augmente la régénération épithéliale. La perte de cette 
population cellulaire dérègle la réparation de la muqueuse intestinale et donc augmente 
la perméabilité et la translocation bactérienne. Une étude montre qu’une faible fréquence 
de TH17 dans des biopsies du colon sigmoïde de patients infectés par le VIH est corrélée 
avec un niveau de LPS plasmatique plus élevé, qui à son tour est corrélé à une 
augmentation du réservoir proviral dans l’intestin87. Déplétion des TH17 intestinaux, 
translocation bactérienne et réservoir viral sont donc intimement liés. 
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Figure 9 : Modifications de l’épithélium intestinal durant l’infection du VIH 33. (a) 
Epithélium αintestinal chez un individu sain. La paroi continue d’entérocytes ainsi que les 
jonctions serrées empêchent la translocation des bactéries commensales depuis la 
lumière intestinale vers la paroi intestinale. Les neutrophiles (recrutés par les cellules 
TH17 dans les GALT), les défensines (produites par les TH17) and les immunoglobulines 
A sécrétoires (IgAs) maintiennent le contrôle de la croissance du microbiote.  
(b) Epithélium intestinal chez un individu infecté par le VIH. La hauteur des villosités 
intestinales diminue alors que la profondeur des cryptes augmente chez les individus 
infectés par le VIH, avec une infiltration de cellules T CD8+. La diminution du ratio hauteur 
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des villosités/profondeur des cryptes est certainement le résultat d’une différenciation 
anormale et une apoptose des entérocytes, entrainant une augmentation du TNFα et 
IFNγ. En retour le TNFα entraine une apoptose des entérocytes. Le dysfonctionnement 
des cellules B contribue à la diminution de la concentration en IgA dans la lumière, et 
l’infection des cellules T CD4+ (TH17 principalement) entraine une destruction de celle-ci 
dans le GALT. Le bas niveau d’IgA et la perte des cellules TH17 participe à la prolifération 
du microbiote, contribuant à la translocation. Adapté de Sandler NG, Douek DC. Nat Rev Microbiol. 
2012. 
 
Les produits microbiens sont ensuite drainés depuis l’intestin par les veines 
mésentériques qui se déversent dans la veine porte pour finir par atteindre le foie. Dans 
cet organe filtre, les cellules de Kupffer (macrophages hépatiques) et les hépatocytes, 
reconnaissent ces produits via leurs TLRs et éliminent la majorité du LPS circulant88. Par 
analogie, chez les patients infectés par les virus de l’hépatite B ou C, on observe une 
augmentation de la translocation bactérienne et une activation des monocytes par le LPS, 
qui est prédictive d’une évolution vers une cirrhose89. L’hypertension portale, la fibrose 
hépatique et la diminution de de la synthèse protéique par le foie ont été décrit chez des 
patients infectés par le VIH, ce qui suggère que le VIH est lui aussi capable de modifier 
la fonction et l’architecture hépatique90. Ces altérations diminuent la filtration hépatique 
du LPS, augmentant sa concentration plasmatique. La translocation excessive des 
produits bactériens conduit à terme à une amplification des lésions hépatiques et une 
augmentation du LPS plasmatique, qui active notamment les monocytes via le TLR485. 
Ainsi, les patients virémiques non traités montrent une augmentation des populations de 
monocytes inflammatoires CD14- CD16+, productrices de TNFα en réponse au LPS91. 
L’activation chronique des monocytes et l’altération de la synthèse protéique hépatique 
contribuent à la mise en place d’un état d’hypercoagulabilité92. Chez les patients infectés 
recevant un traitement, de nombreuses études utilisent l’inflammation induite par les 
monocytes et les macrophages plutôt que l’activation des cellules T comme facteur 
pronostique76. L’immunité innée et plus précisément les cellules myéloïdes semblent jouer 
un rôle majeur dans le maintien de l’inflammation chronique. Des adultes sous traitement 
cART ont une concentration moyenne en IL-6 (cytokine pro-inflammatoire sécrété par les 
monocytes et macrophages) 40% à 60% supérieurs à un groupe témoin du même âge79. 
Dans une autre étude, cette augmentation en IL-6 plasmatique est fortement corrélée 
avec la mortalité. Le CD14 et le CD163 soluble (sCD14 et sCD163) retrouvés dans le 
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plasma sont également des marqueurs d’activation des monocytes et des macrophages. 
Ces deux marqueurs sont élevés chez les patients infectés et sont prédictifs de la 
morbidité et de la mortalité93. Le sCD14 peu lier le LPS et le délivrer à de nombreux types 
cellulaires, incluant les cellules endothéliales vasculaires, permettant leur activation par 
le LPS94. De façon intéressante ce marqueur est également élevé dans d’autres maladies 
caractérisées et exacerbées par une endotoxémie, comme l’hépatite, l’arthrite rhumatoïde 
et le lupus érythémateux systémique76. Le CD163 est le récepteur d’élimination de 
l’hémoglobine exprimé à la surface des monocytes et des macrophages, particulièrement 
les cellules au profil inflammatoire (CD14+ CD16+). Le CD163 est libéré sous forme 
soluble suite à de nombreux signaux inflammatoires, dont la liaison du LPS au TLR493. 
La translocation des produits bactériens a donc un impact majeur sur la persistance de 
l’inflammation et du réservoir viral malgré la mise en place de traitements85. Il n’est pas 
encore clair si le LPS joue un rôle prédominant dans l’activation du système immunitaire 
face à la flagelline ou encore le peptidoglycane. Il n’est pas non plus démontré qu’une 
diminution de la translocation bactérienne entrainera une diminution de l’inflammation 
chronique, mais cette stratégie thérapeutique est envisagée par certains auteurs33. 
 
C. Conséquences de l’inflammation chronique sur l’immunité innée 
Cette inflammation chronique conduit à la persistance d’altérations de la fonction 
immunitaire innée et adaptative, favorisant le maintien du réservoir viral. L’inflammation 
module les différentes populations myéloïdes telles que les polynucléaires neutrophiles, 
mastocytes, monocytes, macrophages et cellules dendritiques (DC). 
1) Dysfonctionnement des neutrophiles au cours de l’infection 
Les neutrophiles semblent avoir à la fois un rôle bénéfique et délétère au cours de 
l’infection par le VIH95. Le VIH-1 n’infecte pas les neutrophiles mais entraine un 
dysfonctionnement de leur réponse (phagocytose, activation oxydative et destruction des 
bactéries) et une fréquence d’apoptose supérieur96,97. Les neutrophiles jouent un rôle actif 
dans le contrôle du virus. La liaison d’un virion à cette cellule entraine une inflammation 
mucosale et donc une augmentation de la transmission du virus98. L’environnement pro-
inflammatoire observé au cours de l’infection par le VIH-1 active les neutrophiles, libérant 
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des dérivés réactifs de l’oxygène, du TNF-α et de l’IL-8 qui augmentent la réplication 
virale99. Les neutrophiles ont également un rôle dans le contrôle de l’infection en libérant 
des α-défensines. Ce peptide antimicrobien riche en cystéine peut intervenir dans de 
nombreuses étapes du cycle viral. Il bloque notamment l’entrée du virus en inhibant 
l’interaction entre la gp120 du virus et le complexe CD4-corécepteur, et en réprimant 
l’expression du CD4 et du CXCR4100. Les α-défensines induisent également une 
surexpression et une sécrétion de chimiokines, qui à leur tour bloquent les corécepteurs 
d’entrée du virus101. Les patients infectés par le VIH montrent des niveaux élevés d’α-
défensines, dont le niveau n’est pas modifié par la cART et dont l’origine serait associée 
à l’inflammation chronique102. Les neutrophiles sont également capables de capturer les 
particules virales au site infectieux. Une fois activés par le virus via le TLR7 et le TLR8103, 
les neutrophiles meurent en libérant des pièges extracellulaires pour le virus formé de 
chromatines et d’histones104. Il semble que le virus puisse échapper à ce mécanisme en 
stimulant la production d’IL-10 par les DC en se liant au récepteur DC-SIGN, supprimant 
la formation de ces pièges104. 
L’altération de la fonction des neutrophiles chez les patients infectés par le VIH s’exprime 
notamment par une susceptibilité aux infections par des bactéries gram positives, gram 
négatives ainsi qu’aux agents de mycoses95. L’infection par le VIH affecte l’expression 
des molécules d’adhésion, la production de peptides antimicrobiens, le chimiotactisme, la 
phagocytose, la production de dérivés réactifs de l’oxygène, la polymérisation de l’actine 
et la production de cytokines95. Les mécanismes par lesquels le virus induit ces 
dysfonctionnements ne sont pas encore totalement compris. Les mécanismes potentiels 
sont une altération directe de l’environnement cytokinique de la moelle osseuse, une 
suppression directe de l’hématopoïèse par les protéines virales ou encore un effet 
myélosuppressif des traitements antirétroviraux. Les patients infectés et non traités 
possèdent des neutrophiles au profil activé, avec une augmentation de l’expression de 
CD11b et une diminution de l’expression de la L-sélectine98. La perte de la balance 
TREG/TH17, déjà développée précédemment, pourrait également expliquer les altérations 
observées. Très tôt au cours de l’infection les neutrophiles sont sensibles à l’apoptose ce 
qui expliquerait la neutropénie observée chez certains patients. Il semble que la protéine 
Nef, ainsi que des récepteurs de mort cellulaire comme Fas soient impliqués dans ce 
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phénomène105. De façon intéressante, la diminution précoce des neutrophiles chez le 
macaque rhésus infecté par le SIV est corrélée avec la vitesse de progression vers le 
SIDA. Au contraire dans le modèle non pathogène singe vert africain infecté par le SIV, 
le comptage des neutrophiles n’est pas impacté par la réplication virale106. 
La cART améliore significativement la fonction des neutrophiles, dont la phagocytose, 
l’activation oxydative, le chimiotactisme et l’activité antifongique contre Candida 
albicans107. Elle permet également de réduire l’apoptose des neutrophiles en corrélation 
avec la normalisation de leur numération108. Néanmoins, des dysfonctionnements 
persistent chez certains patients malgré une réponse positive au traitement. La 
persistance de l’inflammation entraine une stimulation inappropriée des neutrophiles, qui 
en retour amplifient la réponse inflammatoire. La persistance d’un niveau élevé d’α-
défensines joue un rôle immunomodulateur en influant production de cytokines et de 
chimiokines, l’inflammation, l’activation des cellules immunitaires et le prolongement de 
la survie des neutrophiles. Une activation excessive et persistante des neutrophiles 
pourrait avoir un rôle clé dans l’inflammation chronique. 
2) Inflammation et activation des monocytes/macrophages 
Les monocytes et les macrophages sont capables de porter le VIH, sans que celui-ci ne 
provoque de cytolyse, faisant de ces cellules un potentiel réservoir109 110. Chez les 
patients sains, les monocytes classiques exprimant le CD14 (récepteur au LPS) mais 
pas le CD16, représentent 80-90% des monocytes circulants111. L’inflammation durant 
l’infection par le VIH entraine une augmentation du nombre de monocytes 
intermédiaires (CD14+ CD16+) et de monocytes inflammatoires (CD14- CD16+)112. 
Ainsi le niveau d’expression de CD16 est lié avec la progression de la maladie113. Les 
monocytes inflammatoires peuvent représenter entre 10% et 50% des monocytes 
circulants suivant le stade de la maladie et la mise en place ou non d’une cART113 114. 
Historiquement, les monocytes n’étaient pas considérés comme des cibles pour le VIH. 
Mais des études montrent que les monocytes intermédiaires et inflammatoires peuvent 
être infectés par le virus. 
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Figure 10 : Impact de l’infection par le VIH sur les sous-populations de monocytes 
sanguins. (a) Distribution classique des monocytes sanguin chez l’homme suivant le 
marquage CD14 et CD16115. (b) Monocytes intermédiaires (CD14++ CD16+) et 
inflammatoires (CD14+ CD16++) sont significativement enrichis chez les patients infectés 
par le VIH et non traités par cART91. La cART entraine une réduction du nombre de 
monocytes intermédiaires et inflammatoires chez les patients. Adapté de Dutertre CA et al. 
Blood. 2012 et Ziegler-Heitbrock L. Front Immunol. 2015. 
 
Il semble que les monocytes qui expriment le CD16 aient un phénotype proche des 
macrophages, ce qui explique certainement leur capacité à être infectés116. Les 
monocytes classiques expriment la protéine antivirale APOBEC3G sous une structure de 
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bas poids moléculaire, capable de bloquer la transcriptase inverse du VIH. Avec 
l’activation, les monocytes deviennent inflammatoires et expriment CCR5 et CD4, ainsi 
que APOBEC3G de haut poids moléculaire, incapable de bloquer la réplication virale. Les 
monocytes inflammatoires (CD16+) semblent donc susceptibles à l’infection par le VIH116. 
Cette activation des monocytes persiste avec la cART et s’explique notamment par la 
persistance de la translocation bactérienne, la réplication résiduelle, et la co-infection par 
le cytomégalovirus et d’autres pathogènes (Cf. Chapitre précédent). Chacun de ces 
mécanismes entraine une activation des monocytes/macrophages et une altération de 
leur fonction. Chez les patients infectés, recevant ou on la cART, l’augmentation du LPS 
entraine l’activation des monocytes, qui relarguent du sCD14 et sCD16389. La 
translocation bactérienne est donc un activateur clé des monocytes. La translocation 
microbienne induit également une accumulation des macrophages dans l’épithélium 
intestinal117. Ces macrophages altérés sécrètent plus de cytokines pro-inflammatoires (IL-
1β) et de chimiokines (CCL5, CXCL9 et CXCL10) et sont incapables de phagocyter des 
microbes ou des produits microbiens117. 
Les patients infectés par le VIH recevant un traitement sont fréquemment infectés par des 
herpèsvirus comme le cytomégalovirus, le virus de Epstein-Barr (EBV), l’herpèsvirus 
humain 8 (HHV-8) et le virus de l’herpès simplex de type 1 (HSV-1)118. La co-infection par 
ces virus participe à l’altération des monocytes et à l’amplification de l’inflammation 
systémique. Les monocytes peuvent être infectés par l’EBV, ce qui entraine une réduction 
de leur fonction phagocytaire, et la stimulation du TLR2 par l’EBV induit une sécrétion de 
cytokines (MCP-1)119 120. Le HHV-8 peut également infecter les monocytes et les 
macrophages, établissant une infection productive qui induit également une sécrétion de 
cytokines inflammatoire et une surexpression du TLR3121 122. Enfin, le HSV-1 peut infecter 
les monocytes et les macrophages, produisant des cytokines pro-inflammatoires (IL-15) 
en réponse123. La translocation microbienne et les co-infections par d’autres virus 
induisent donc des modifications phénotypiques et fonctionnelles des monocytes et des 
macrophages. Ces altérations conduisent à une suractivation des 
monocytes/macrophages. Le profil cytokinique inflammatoire résultant amplifie 
l’inflammation chronique observée chez les patients recevant la cART. 
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3) Cellules myéloïdes suppressives et altération de la réponse immunitaire 
Les cellules myéloïdes suppressives (MDSC) ont été décrites pour la première fois en 
1987 comme des cellules suppressives présentes dans la moelle osseuse murine lors de 
carcinomes pulmonaires124. Ces cellules ont été ensuite très étudiées pour leurs 
implications dans l’immunité anti-cancéreuse. Les MDSC sont une population hétérogène 
de cellules myéloïdes matures et immatures qui possèdent une activité immuno-
régulatrice. Cette population a été identifiée dans des situations de stress immunologique 
comme la croissance tumorale, les infections et la vaccination avec des 
superantigènes125. Dans ces conditions inflammatoires, leurs précurseurs 
hématopoïétiques subissent une expansion et une mobilisation depuis la moelle osseuse. 
Elles furent identifiées chez la souris en utilisant la combinaison des marqueurs Gr-1 et 
CD11b, et peuvent être sous divisées dans groupes suivant leurs propriétés 
phénotypiques et biologiques : les MDSC monocytaires (mMDSC) et les MDSC 
granulocytaires (gMDSC)126. Chez l’homme, la caractérisation de ces deux groupes de 
MDSC reste encore complexe du fait de l’absence d’un marqueur équivalent à Gr-1 et de 
leur variabilité phénotypique qui est fonction de la maladie, du site anatomique et des 
conditions physiologiques du patient étudié. Néanmoins un consensus définit les MDSC 
comme des cellules CD33+ CD11b+ HLA-DRLow/-. Au sein de cette population, les MDSC 
CD14+CD15Low/- sont proches des mMDSC murines, alors que les MDSC CD14-CD15+ 
ressembles au gMDSC murines125. 
Lors de l’infection chronique par le VIH-1 une augmentation des MDSC circulantes est 
observée chez des patients ne recevant pas de cART127. Cette augmentation est corrélée 
positivement avec la virémie et négativement avec le comptage des LT CD4+127. Cette 
expansion de cellules suppressives pourrait ainsi participer aux dysfonctionnements de 
la réponse antivirale innée et adaptative. Ainsi les MDSC sont capables de cibler les LT 
effecteurs, les cellules « Natural Killer » (NK), les lymphocytes T « Natural Killer » (NKT) 
ainsi que les cellules présentatrices d’antigènes128. L’effet des MDSC sur les LT effecteurs 
a été largement étudié en oncologie. Les MDSC exercent une action directe en inhibant 
la prolifération des LT CD8+ et CD4+, ainsi que la sécrétion de cytokines comme l’IFN-γ 
par des mécanismes à la fois antigène dépendants et indépendants129. De façon similaire 
les gMDSC, isolées chez des patients dont l’infection au VIH-1 évolue, sont capables 
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d’inhiber la prolifération in vitro de LT CD8+ de patients contrôleurs stimulés par la 
protéine virale Gag ou Nef. Cette action suppressive semble provenir de l’action d’une 
enzyme membranaire, la L-Arginase, qui diminue la disponibilité de l’arginine 
extracellulaire, nécessaire à l’expansion des LT. Certains auteurs rapportent que les 
MDSC induisent l’expansion des lymphocytes T régulateurs (Treg) CD4+CD25+FOXP3+ 
chez les patients infectés, ce qui pourrait aussi expliquer leur action suppressive. Les 
MDSC suppriment également la réponse des cellules NK par l’action du TGF-β qu’elles 
produisent128. Enfin, la production de dérivés réactifs de l’oxygène par les MDSC inhibe 
la différenciation des cellules myéloïdes et notamment des DC. Mais ces deux derniers 
exemples restent des démonstrations in vitro réalisées sur des modèles d’oncologie. 
Le nombre de gMDSC diminue significativement après le début de la cART. Les 
protocoles utilisant les inhibiteurs de désacétylase d’histone, utilisés pour réactiver le 
réservoir viral, montrent une expansion des MDSC dans un modèle murin. Un rôle des 
MDSC dans le maintien du réservoir viral est ainsi exposé dans cette étude. Mais encore 
peu d’études s’intéressent à la cinétique d’apparition des MDSC au cours de la phase 
aiguë de l’infection, de son traitement, de la mise en place des réservoirs. Pour certains 
auteurs, il est aussi nécessaire d’étudier les MDSC au niveau des organes lymphoïdes 
pour comprendre leurs interactions avec les autres cellules immunitaires et leur 
microenvironnement. La complexité de l’étude de cette sous-population suppressive 
repose surtout sur le manque de marqueurs spécifiques, rendant parfois difficile la 
comparaison des études. Ces mécanismes, protecteurs contre les immunopathologies 
induites par l’inflammation, empêchent néanmoins la mise en place d’une réponse innée 
et adaptative antivirale efficace, aboutissant à la persistance du virus. Cette réponse 
suppressive erronée, pour certains auteurs, participe à l’activation chronique du système 
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4) Mastocytes et immunité mucosale : un nouvel acteur de la physiopathologie 
du VIH ? 
Les mastocytes sont des cellules myéloïdes provenant d’un précurseur hématopoïétique 
et qui effectuent leur maturation finale au niveau tissulaire. Ils se positionnent dans des 
sites stratégiques, en contact avec les interfaces environnement-hôte, tels que la peau, 
les voies aériennes, le tractus gastro-intestinal et le tractus urinaire130. Les mastocytes 
expriment de nombreux récepteurs de reconnaissance des pathogènes (PRR), jouant 
un rôle important dans l’immunosurveillance des pathogènes131. Les mastocytes 
interagissent avec les cellules immunitaires via des facteurs solubles et contacts 
directes132. Ces cellules jouent ainsi un rôle modulateur et aident le passage de 
l’immunité innée à l’immunité adaptative dans la réponse contre les pathogènes. Il a été 
montré que les mastocytes jouent un rôle important dans la défense antivirale contre le 
virus de la stomatite vésiculeuse, le virus de Sendai, hantavirus, dengue, reovirus, virus 
influenza, virus herpès simplex et le cytomégalovirus murin130. Les mastocytes peuvent 
également jouer le rôle de cellule présentatrice d’antigène en formant une synapse 
immunologique avec les LT133. 
Peu d’études sont disponibles sur le rôle des mastocytes dans l’infection par le VIH-1. 
Une étude montre une densité en mastocyte augmentée dans la muqueuse vaginale de 
femmes infectées par le VIH134. Une autre étude démontre une augmentation du 
nombre de mastocytes chez des hommes souffrant de diarrhées associées au SIDA135. 
Les mastocytes muqueux expriment une grande variété de facteurs d’attachement du 
VIH-1 comme DC-SIGN et HSPG. Il a été démontré que les mastocytes peuvent 
capturer le VIH-1 et le transmettre au LT CD4+ via une synapse immunologique136. Les 
mastocytes pourraient donc participer à la dissémination du virus dans les tissus 
muqueux, au maintien des réservoirs viraux et à la persistance de l’inflammation. 
Néanmoins, aucune étude actuellement référencée ne se penche sur l’impact du 
traitement cART sur cette population myéloïde. 
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5) Cellules dendritiques et efficacité de la réponse antivirale 
Une des caractéristiques de l’infection chronique non traité par le VIH est certainement la 
suppression de la réponse immune. La perte des LT CD4+ y contribue, mais le 
dysfonctionnement des cellules dendritiques (DC) semble également y jouer un rôle 
fondamental. Les DC sont des cellules présentatrices d’antigène qui ont un rôle crucial 
dans l’activation et le conditionnement des cellules T spécifiques du virus. Les DC sont 
généralement divisées en deux populations : les DC myéloïdes (mDC) et les DC 
plasmacytoïdes (pDC). Toutes les deux sont spécialisées dans la détection de virus et 
l’initiation de la réponse innée et adaptative amenant à l’élimination ou au contrôle du 
virus. Elles expriment des récepteurs de reconnaissance des pathogènes (PRR) comme 
les TLR et les lectines de type-C. Après détection et capture du virus dans les tissus 
périphériques, elles migrent vars les nœuds lymphatiques où elles initient la réponse 
immunitaire adaptative et favorisent l’activation des cellules NK137. Les mDC activées 
produisent des cytokines comme l’interleukine-12 (IL-12), l’IL-15 et l’IL-18. L’IL-12 est 
nécessaire pour induire des LTH1, qui permettent de potentialiser le pouvoir cytotoxique 
des cellules T cytotoxiques (LTC), cellules nécessaires à l’élimination des cellules 
infectées138. L’IL-12 et l’IL-15 produites par les mDC peuvent également activer les 
cellules NK139. Les pDC produisent plus d’interféron de type I (IFN) en réponse au VIH 
que n’importe quelle autre cellule du corps, et stimulent indirectement les mDC et les 
cellules NK140. 
Les DC expriment les récepteurs d’entrée du virus CD4, CCR5 et CXCR4 qui 
permettraient l’internalisation du virus, mais l’infection productive des DC par le VIH est 
controversée. De plus, les mDC expriment des lectines de type-C comme DC-SIGN, la 
langerine (CD207) et DCIR141. La liaison de la gp120 du virus avec DC-SIGN entraine 
une internalisation du virus dans un compartiment endosomal précoce où le virus n’est 
pas dégradé. Ce mécanisme permet à la mDC de transporter le virus intact aux nœuds 
lymphatiques, où elle formera une synapse immunologique avec une cellule T CD4+ 
durant le mécanisme de présentation de l’antigène. Le virus est alors libéré au plus près 
de sa cible par un mécanisme appelé synapse virologique142. Bien que les pDC expriment 
des lectines de type C comme BDCA2, la liaison et l’internalisation du VIH s’effectue 
préférentiellement via leurs CD4143. Une fois dans la cellule, les pDC reconnaissent l’ARN 
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simple brin du virus via le TLR7 et le TLR9, induisant la production d’IFN type I et d’autres 
cytokines pro-inflammatoires144, qui amplifient l’inflammation chronique. 
L’infection par le VIH induit une diminution progressive nombre de DC circulantes (pDC 
et mDC), qui est corrélée avec l’augmentation de la charge virale plasmatique et la 
progression de la maladie145. Les patients infectés chroniquement par le VIH ont moins 
de DC circulantes par comparaison aux témoins non infectés146. Cette diminution de la 
fréquence des DC se produit durant la phase aiguë de l’infection et se maintient dans la 
phase terminale de l’infection146. Une des hypothèses est que la diminution de la 
fréquence des DC circulantes est due à redistribution de celle-ci vers les organes 
lymphoïdes secondaires, ainsi qu’une apoptose accrue induite par l’inflammation. Les 
pDC s’accumulent dans les nœuds lymphatiques où elles produisent de fortes quantités 
d’IFN-α.147. Il est rapporté par Finke et al. que la mise en place de la cART restaure la 
distribution et la quantité de DC circulantes91. Mais une étude plus récente montre que la 
primo-infection par le VIH n’a pas d’effet sur le nombre de mDC, cependant le nombre de 
pDC et de cellules T CD4+ était réduit. Il est restauré par la mise en place du traitement148. 
Néanmoins la cART ne restaure pas leurs capacités à activer les cellules T, NK149 et à 
induire une réaction mixte lymphocytaire. Après mise en place de la cART, les pDC 
n’augmentent pas dans la circulation et conservent un phénotype activé, produisant de 
fortes quantités d’IFN de type I et de cytokines inflammatoires. 
Il semble que les mDC de patients infectés chroniquement sont moins efficaces pour 
stimuler l’activation des cellules T par comparaison aux individus sain150. Comme pour 
les monocytes, les DC sont stimulées de façon direct et indirecte par le LPS et les produits 
microbiens85. En réponse, les monocytes produisent de l’IL-10 conduisant à une 
maturation partielle des mDC, les rendant tolérantes et incapables de répondre à d’autres 
stimuli (Figure 11). Cependant certaines études montrent que les mDC, isolées chez des 
patients en phase aiguë de l’infection, répondent de façon exagérée à la stimulation des 
TLR. Elles produiraient plus d’IL-12, IL-6, de TNF et de MIP1α comparé à des mDC de 
patient non infectés146. Ces résultats divergeant montrent la difficulté de l’analyse 
fonctionnelle ex vivo des mDC et la difficulté de comparaison de cohortes à des stades 
différents de l’infection. La fonction des pDC est également altérée. Lorsqu’elles 
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s’accumulent dans les nœuds lymphatiques elles sécrètent de l’indoléamine 2,3-
dioxygénase (IDO), une enzyme qui perturbe la mise en place d’une immunité adaptative 
efficace151 147. L’IDO, en métabolisant le tryptophane en kynurenine, serait responsable 
de la polarisation des LT CD4+ en cellules TREG, qui suppriment l’activation des cellules 
T effecteurs152. Les pDC pourraient donc participer à la disparition des cellules TH17 en 
déplaçant la balance vers la polarisation TREG, favorisant la translocation microbienne 
(Figure 11). 
 
Figure 11 : mDC et pDC durant l’infection par le VIH 137. Il semble que les mDC ont 
une fonction altérée durant l’infection par le VIH, empêchant l’initiation d’une réponse 
antivirale efficace. Ceci est notamment due à l’interaction directe du VIH avec les mDC 
(DC-SIGN) et des mécanismes indirects, comme la production d’IL-10 par les monocytes 
durant l’infection. Les pDC sont des médiateurs de l’immunité innée produisant de l’IFN 
de type I, qui en plus de bloquer la réplication virale entraine une mort cellulaire des 
cellules T CD4+. Les chimiokines qu’elles produisent attirent les cellules T CD4+ au site 
de réplication virale, où elles seront infectées. Enfin, les pDC induisent des cellules TREG, 
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4. Impact du traitement précoce sur le contrôle de l’infection 
La cohorte de patients « VISCONTI » (Viro-Immunological Sustained CONtrol after 
Treatment Interruption) ouvre une nouvelle perspective dans la gestion du traitement de 
l’infection par le VIH. Vingt patients, appelés « Post-Treatment Controlers » (PTC), ont 
contrôlé leur virémie pendant plus de 10 ans après l’interruption du traitement 
antirétroviral, qui a duré en moyenne 10 ans. La caractéristique commune des PTC est 
l’initiation du traitement très tôt au cours de l’infection et son maintien pendant plusieurs 
années avant interruption153. A l’arrêt du traitement, le réservoir viral chez ces patients 
était significativement inférieur à celui des individus chez qui l’interruption du traitement 
s’est accompagnée d’un rebond de la charge virale plasmatique (Figure 2). Entre 5 et 
15% des patients ayant bénéficié d’un traitement précoce seraient ainsi capables de 
contrôler leur virémie à long terme, à l’issue d’une interruption thérapeutique 
programmée153. Il est possible alors d’envisager un changement des schémas 
thérapeutiques actuels. Si l’éradication du virus reste encore un objectif difficile à 
envisager, la rémission durable observée chez les patients PTC, serait une alternative 
réaliste. Elle permettrait des traitements discontinus, limitant les effets indésirables à long 
terme et les problèmes d’observance. 
 
Figure 12 : Suivi de la charge virale plasmatique et du comptage des lymphocytes 
T CD4 chez les PTC après diagnostic de la primo-infection chez un patient de la 
cohorte VISCONTI153. La zone grise correspond à la durée du traitement Adapté de Saez-
Cirion A, Bacchus C, Hocqueloux L, et al. PLoS Pathog. 2013. 
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Afin de décrire les caractéristiques immunologiques de ce contrôle de la réplication virale, 
Saez-Cirion A et al. ont comparé cette cohorte de patients à des patients virémiques, des 
patients sous cART et des « contrôleurs du VIH » (HIV controllers, HIC). Les HIC 
représentent un très faible pourcentage de personnes infectées par le VIH (<1%) 
capables de contrôler la réplication virale en absence de traitement154. Plusieurs 
définitions existent pour caractériser ces contrôleurs naturels du virus, mais la définition 
française fait référence aux patients capables de maintenir une virémie inférieure à 400 
copies/ml pendant plus de 5 ans après infection. Ces patients montrent une réponse T 
CD8+ antivirale très efficace. Ce mécanisme de contrôle provient en partie d’une 
association d’allèles du système HLA (Human Leucocyte Antigenes) de classe I 
particulière, avec une surreprésentation du HLA-B*27 et du HLA-B27 chez les HIC155 
(Figure 13.A). Les propriétés uniques de la cavité de liaison peptidique du HLA-B*57 et 
la nature des interactions CMH-peptide sont associées au contrôle de l’infection. La 
sélection thymique via le HLA-B*57 amène à un répertoire de cellules T spécifique du 
virus156. De plus, les épitopes inféodés aux HLA-B*57/B27 concernent des régions 
hautement conservées des protéines virales, rendant l’échappement du virus à la réponse 
cellulaire plus difficile pour le virus. Enfin, ces HLA interagissent spécifiquement avec des 
récepteurs immunoglobuline-like des cellules NK (KIR), permettant une élimination des 
cellules infectées par les cellules NK157.  
Saez-Cirion A et al. a démontré que les mécanismes de contrôle mis en jeux chez les 
PTC semblent différent (Figure 13). D’abord les HLA de classe I associés au contrôle de 
l’infection chez les HIC (B*57 et B27) sont exprimés à une fréquence comparable à la 
population française. Les PTC ont également une réponse antivirale des cellules T CD8+ 
spécifiques plus faible que les HIC. Les PTC montrent un niveau d’activation des cellules 
T faible. Les niveaux d’expression de HLA-DR et de CD38 sont inférieurs sur les cellules 
T CD8+. Enfin le réservoir viral des PTC est plus petit et diminue même chez certains 
patients au cours du temps. Le réservoir inductible du VIH se situe surtout dans les 
populations de cellules T CD4+ mémoires au repos. 
 




Figure 13 : Les contrôleurs après traitement (PTC) diffèrent des contrôleurs 
naturels du VIH (HIC) par le profil du HLA de classe I, la fréquence et la qualité de 
la réponse antivirale T CD8 spécifique et du niveau d’activation des cellules T 
CD8+153. (A) Fréquence des allèles de protection HLA-B*27 et B*57, et des allèles de 
risque HLA-B*07 et B*35 dans la population française (N=6094) ainsi que les cohortes de 
HIC (n=148) et PTC (n=28). (B) fréquence des cellules T CD8+ spécifiques estimées 
comme le nombre de cellules T CD8+ produisant de l’IFN-γ après une stimulation par le 
VIH-1 (SFC : cellules formant un spot) chez les patients virémiques non traités (n=57), 
sous cART (n=60), HIC (n=100) et PTC (n=12) (C) Capacité des cellules T CD8+ des 
patients virémiques, cART, HIC et PTC de supprimer l’infection de cellules T CD4+ 
autologues, déterminé comme la diminution du log de p24 sécrété. (D) Pourcentage de 
cellules T CD8+ de patients sous cART, HIC et PTC exprimant ex vivo CD38, HLA-DR ou 
les deux. Adapté de Saez-Cirion A, Bacchus C, Hocqueloux L, et al. PLoS Pathog. 2013. 
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Le mécanisme favorisant le contrôle chez les PTC est probablement double : l’initiation 
d’un traitement précoce permettrait, à la fois, de limiter la taille du réservoir initial et de 
préserver les capacités de défense de l’organisme158. L’hypothèse sous-jacente est que 
les traitements précoces permettent de préserver les populations myéloïdes et d’induire 
une plus faible inflammation. Cet environnement favoriserait l’efficacité des cellules NK à 
éliminer les cellules infectées, et les fonctions des DC pour initier une réponse adaptative 
antivirale efficace. Cela limiterait également l’effet des cellules régulatrices, qu’il s’agisse 
de Treg ou de MDSC. L’identification des marqueurs de ces cellules et de leurs fonctions, 
combinée à l’étude des paramètres virologiques, permettrait de mieux prédire la capacité 
de l’hôte à contrôler la réplication au moment de l’interruption du traitement. Ces 
marqueurs seraient essentiels à une approche plus personnalisée du traitement anti-VIH, 
pour obtenir une rémission durable.  
 
II. Objectif de travail 
L’objectif principal du projet est de comprendre les mécanismes par lesquels un traitement 
précoce impacte sur les populations myéloïdes à l’aide du modèle de l’infection 
expérimentale du macaque cynomolgus (Macaca fascicularis) par le SIV. Ce projet est 
parti intégrante d’un programme plus large du consortium RHIVIERA, p-VISCONTI, sur 
les mécanismes permettant un meilleur contrôle du réservoir viral et de la réplication 
résiduelle et l’identification des marqueurs prédictifs de la rémission post traitement. Le 
projet p-VISCONTI mené chez le macaque Cynomolgus permet de mieux contrôler les 
paramètres étudiés tels que la date de l’infection, la date de l’initiation des traitements et 
leur composition, et autorise la réalisation de prélèvements sanguins et tissulaires 
multiples, impossibles à réaliser chez l’homme, tels que les prélèvements de nœuds 
lymphatiques, de tissus adipeux profond ou de biopsies rectales, de moelle osseuse et 
des lavages broncho-alvéolaires. 
L’infection des macaques par les souches pathogènes SIV, comme le SIVmac251, 
représente actuellement l’un des modèles parmi les plus pertinents pour l’étude de la 
prévention et du traitement de l’infection par le VIH. Le répertoire des cellules cibles du 
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SIV est très proche de celui du VIH159. La transmission expérimentale du SIVmac251 se 
traduit chez le macaque par une infection chronique et le développement d’une 
immunodéficience comparable au SIDA chez l’homme159. L’inflammation persistante 
caractérise l’infection pathogène du macaque par le SIV, par comparaison aux infections 
non pathogènes des singes africains par leur virus. De plus, le traitement de l’infection du 
macaque par le SIV, à l’aide des combinaisons antirétrovirales actuelles, comme 
l’association du tenofovir (TDF), de l’emtricitabine (FTC) et du dolutégravir (DLG), diminue 
la charge virale plasmatique avec une cinétique et une efficacité identiques à celles des 
patients qui bénéficient des mêmes traitements24. 
Pour évaluer le moment optimal pour initier la cART, son impact sur la virémie, le réservoir 
viral et les populations myéloïdes, plusieurs groupes d’animaux, (comprenant chacun 6 à 
18 individus) seront infectés et/ou traités à différents temps de l’infection (4 heures, 7 
jours, 21 jours, 30 semaines). Le traitement réalisé 4 heures post-infection correspond 
aux traitements post-exposition où le réservoir viral s’établit faiblement160. A 7 jours post-
inoculation, le traitement a lieu durant la phase aiguë de l’infection où le réservoir viral se 
met en place en parallèle de la réponse immune. A 21 jours, la réponse immune antivirale 
capable de diminuer la charge virale plasmatique se met en place. A 30 semaines post-
inoculation l’infection chronique sera établie et la mise en place du traitement aura lieu 
tardivement, comme cela est fréquemment le cas lors du diagnostic de l’infection chez 
l’homme. Ces traitements seront maintenus pendant au moins 18 mois et une partie des 
animaux sera euthanasiée pour échantillonner différents tissus et cellules résidentes. 
Dans le cadre de mon projet de thèse vétérinaire, l’impact de l’infection chronique par le 
SIV sur les populations myéloïdes chez le macaque Cynomolgus a été évalué dans deux 
compartiments : la moelle osseuse et le sang périphérique. Cette étude était préliminaire 
à la mise en place du programme p-Visconti. Le sang périphérique est un compartiment 
clé, carrefour de la migration des cellules immunitaires depuis les organes lymphoïdes 
primaires (lieux de production hématopoïétique) vers les organes lymphoïdes 
secondaires (sites sentinelles des tissus) et les tissus périphériques comme les 
muqueuses. La facilité d’accès aux prélèvements sanguins et la valeur informative de 
celui-ci en fait un compartiment de choix pour étudier la dynamique des populations 
myéloïdes. La moelle osseuse est affecté par l’infection VIH, ce qui se traduit 
fréquemment chez les patients non traités par une anémie, une thrombocytopénie et une 
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neutropénie161. L’origine de ces désordres hématologiques est triple. 1)Le VIH a un effet 
perturbateur direct sur les cellules souches hématopoïétiques (HSC) mais il est incapable 
de s’y multiplier161. 2) L’orage cytokinique associé à l’infection perturbe le 
microenvironnement des HSC et donc de façon indirect l’hématopoïèse161 162. 3) Enfin, 
l’infection perturbe les populations des neutrophiles, monocytes et macrophages, qui 
produisent moins de facteur de stimulation des colonies de granulocytes (G-CSF) 
nécessaire à la granulopoïèse161. Ces altérations de la moelle osseuse hématopoïétique 
peuvent persister sous cART. Ainsi 35% des patients sous cART seront anémiés à un 
moment de leur vie161. Néanmoins, peu d’informations sur la dynamique des populations 
myéloïdes et de leurs cellules progénitrices CD34+ sont disponibles à l’heure actuelle. Le 
suivi de ce compartiment au cours de la phase aiguë et chronique de l’infection, ainsi que 
durant son traitement permettra d’identifier des marqueurs associés à la progression de 
la maladie et son contrôle. Afin de caractériser finement les populations myéloïdes de 
notre modèle, une approche de caractérisation et de quantification de nombreux 
marqueurs est nécessaire. La cytométrie de masse est une technologie donnant accès 
simultanément à plus de 34 paramètres par cellule, et permettant la découverte de 
populations cellulaires et de disséquer la complexité phénotypique des cellules 
immunes163. Un des atouts de cette technologie est de pouvoir détecter des populations 
cellulaires rares. La démarche d’analyse non supervisée développée avec cette 
technologie permet une analyse à la fois à l’échelle d’un groupe de cellules similaires 
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III. Matériels et méthodes 
1. Sujets et prélèvements de sang total et de moelle osseuse 
Cinq macaques adultes Cynomolgus (Macaca fasicularis) : 3 sains et 2 infectés 
chroniquement par le virus SIVmac251 ont été hébergés individuellement dans des cages 
au sein de l’animalerie de biosécurité de niveau 3 du Commissariat à l’Energie Atomique 
et aux Energies Alternatives (CEA Fontenay-aux-Roses). Le groupe témoin est constitué 
de trois macaques, deux femelles et un mâle, d’un âge moyen de trois ans et naïfs du 
SIV. Le groupe infecté par le SIV est constitué de deux macaques, un mâle et une femelle, 
d’un âge moyen de 4 ans. L’expérimentation a été approuvée par le Comité d’Ethique en 
Expérimentation Animale de la Direction des Sciences du Vivant au CEA. L’hébergement 
et les procédures expérimentales ont été effectués suivant les directives de l’Europe pour 
le soin aux animaux. 2 animaux ont été infectés par voie intraveineuse (1000 AID50) par 
la souche SIVmac251 et suivis pendant plus de 18 mois post-infection. Les prélèvements 
de sang ont été réalisés avec des tubes héparinate de Lithium (Vacutainer BD, USA) et 
les prélèvements de moelle osseuse avec des tubes de citrate de sodium, à l’aide d’une 
anesthésie utilisant de la kétamine (10mg/kg, Rhone-Mérieux, Lyon, France). Détenteur 
de la formation Utilisation et Protection de l’Animal de Laboratoire, niveau concepteur de 
projet (FELASA C level), mon activité a été encadrée par l’équipe de Science et Bien-être 
de l’Animal, de l’UMR, dirigée par le Dr Christophe Joubert.  
2. Réactifs et solutions 
Le mélange de fixation (FM) utilisé pour le stockage des cellules a été préparé 
extemporanément 165. Brièvement, deux fractions de tampon phosphate Dulbecco 
doublement concentré (DPBS), préparé depuis une solution de DPBS 10X sans CaCl2 et 
sans MgCl2, pH 7,4 (Gibco by Life Technologies, Villebon-Sur-Yvette, France), une part 
de formaldéhyde 20% préparée depuis une solution de paraformaldéhyde à 36% (VWR 
BDH Prolabo, Fontenay-sous-Bois, France) et une part de glycérol à 75% (Sigma Aldrich, 
Lyon, France) sont mélangés ensemble. La solution résultante était stockée à +4°C et 
utilisée dans les deux jours. La solution de fixation (PBS/PFA 1,6%) utilisée durant le 
marquage, était préparée en diluant du paraformaldéhyde 16% (PFA; Electron 
Microscopy Sciences, Hatfield, USA) dans du DPBS 10X modifié et de l’eau Mili-Q. Le 
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tampon de marquage (PBS/BSA 0,5%) était préparé en mélangeant du DPBS 1X modifié 
(Gibco by Life Technologies) avec de la BSA 0,5% (Sigma Aldrich, Lyon, France). 
3. Préparation du panel d’anticorps couplés aux métaux lourds (Lanthanides) 
Les anticorps monoclonaux ont été commandés auprès de plusieurs fournisseurs dans 
une formulation pure en solution saline sans stabilisateur protéique. Les anticorps ont été 
couplés aux lanthanides en utilisant les kits de couplage commerciaux MAXPAR (fluidigm, 
San Francisco, USA). Le couplage se fait en deux étapes : dans un premier temps le 
lanthanide pur est conjugué à un polymère chélateur et dans un deuxième temps le 
complexe lanthanide/polymère est couplé à l’anticorps. Pour cela, les anticorps purifiés 
sont partiellement réduits à l’aide d’une solution de TCEP (tris(2-carboxyethyl)phosphine 
hydrochloride) (Pierce Thermo, Rockford, IL) permettant de dissocier les ponts di-sulfures 
et ainsi le complexe isotope/polymère peut se fixer à l’anticorps . Le produit final est 
ensuite purifié et ajusté à une concentration de 1mg/ml dans une solution stabilisatrice de 
protéines (CANDOR bioscience). Pour mettre au point ce panel de 33 marqueurs, plus 
de 70 clones d’anticorps ont été testé afin de sélectionner ceux qui produisent une 
réaction croisée chez le macaque. 
4. Préparation des cellules et stockage  
Les échantillons de sang et de moelle osseuse ont été traités suivant une procédure 
de fixation, lyse des globules rouges et congélation permettant la conservation de tous 
les leucocytes, notamment les polynucléaires. Un millilitre de sang ou de moelle osseuse 
a été mélangé avec 10 ml de FM, et incubé 10 minutes sur glace. Après centrifugation, 
les globules rouges ont été lysés par addition de 10 ml d’eau Mili-Q à température 
ambiante (RT) pendant 20 minutes. Après deux lavages en DPBS 1X, les cellules ont été 
comptées et ajustées à une concentration finale de 15x10
 leucocytes fixés/ml en FM. 
Les cellules ont ensuite été stockées en aliquots de 3x10
 cellules à -80°C. 
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5. La technologie de cytométrie de masse 
A. De la cytométrie en flux à la cytométrie de masse 
La cytométrie en flux a permis de mieux comprendre et de caractériser les cellules 
hématopoïétiques. Elle repose sur l’utilisation d’anticorps marqués par des molécules 
fluorescentes. Par cette approche, le système détecte des cellules ou des particules se 
déplaçant au sein d’un fluide vers un laser, qui excitera les molécules fluorescentes dont 
la radiation émise sera détectée et quantifiée. Cette technologie fut utilisée pour 
caractériser les populations B et T, définissant l’immunité humorale et cellulaire166. Plus 
tard, le développement des anticorps monoclonaux dans les années 1970167, ainsi que 
l’émergence de l’épidémie du VIH dans les années 1980 a vu naitre la quantification en 
trois couleurs des sous-populations T (CD4+ et CD8+). Les avancées dans la technologie 
de cytométrie en flux ont donné accès à une caractérisation précise du système 
immunitaire dans de nombreuses pathologies. Actuellement il est possible de mesurer de 
multiples signatures biologiques par cytométrie en flux : protéines, glycosylations, 
phosphorylations, acides nucléiques et concentrations ioniques. Les cytomètres les plus 
perfectionnées détectent jusqu'à 20 paramètres par cellules grâce notamment à ne 
nouveau fluorochromes168. A l’aide de systèmes de détection de la diffraction lumineuse 
il est possible de déterminer la taille et la granulosité de chaque cellule. La limitation 
majeure de la cytométrie en flux est liée au principe de détection du signale. Ainsi les 
fluorescences émises par les fluorochromes, après excitation par laser, se superposent 
les unes aux autres entrainant un phénomène connu sous le nom de superposition 
spectrale163. Il est alors difficile de différencier le signal généré par des marqueurs 
distincts. La gamme de longueur d’onde théorique d’émission d’un fluorochrome détecté 
par l’appareil, appelé canal, peut donc recevoir des signaux parasites issus d’autres 
fluorochromes. Des logiciels permettent cependant de séparer les spectres d’émission 
des différents fluorochromes afin d’isoler le signal de chaque canal. Cependant le seuil 
de positivité et de négativité du signal reste souvent un paramètre définit par l’opérateur, 
ce qui peut générer un biais d’interprétation. 
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Une nouvelle plateforme a été développée pour répondre à ce besoin, couplant cytométrie 
en flux et spectrométrie de masse. La spectrométrie de masse permet ainsi l’analyse d’au 
moins 45 paramètres simultanément sur une même cellule en utilisant des anticorps 
couplés à des métaux lourds163. Ces métaux sont des terres rares utilisées sous forme 
d’isotopes stables (non radioactifs), absents de la composition chimique du vivant. Il n’y 
a donc plus de superposition spectrale dans cette approche. De plus l’exploitation de la 
résolution, de la sensibilité et de la gamme dynamique de la spectrométrie de masse 
permet des analyses cytométriques de haute capacité169. 
B. Fonctionnement de la cytométrie de masse 
La cytométrie de masse est l’adaptation de l’analyse en spectrométrie de masse de 
plasma à couplage inductif (ICP-MS) vers l’analyse d’une cellule, selon le concept qu’un 
seul isotope purifié peut être utilisé pour marquer un anticorps164. Les cellules sont donc 
préalablement marquées par des anticorps spécifiques couplés avec des isotopes 
métalliques de Lanthanides (Figure 14). Les cellules sont également marquées avec du 
Rhodium et de l’Iridium conjugués avec un agent intercalant de l’ADN, donnant une 
mesure de la viabilité cellulaire.  
Le système fluidique nébulise les cellules marquées à l’aide d’un flux d’Argon, afin 
d’obtenir une cellule par goute de fluide. Les gouttelettes sont ensuite introduites dans un 
plasma d’Argon à 7 000K (température à la surface du soleil) où elles seront atomisées 
puis ionisées. Le nuage d’ion provenant d’une cellule est filtré à l’aide d’un quadripôle 
permettant de conserver les ions provenant des métaux lourds présentant une masse 
molaire élevée et d’éliminer les ions provenant de la cellule de faible masse molaire. 
Chaque ion va ensuite atteindre le détecteur à une vitesse qui dépend de sa masse 
molaire : il s’agit du temps de vol (TOF). La durée de vie du nuage d’ions étant de 200µs, 
des analyses spectrales sont effectuées toute les 13µs par l’analyseur TOF169. Les 
spectres générés sont intégrés et transformés numériquement.  
Des fichiers «. fcs » équivalents à ceux de la cytométrie en flux classique sont générés à 
la fin de l’acquisition. 
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Figure 14 : Fonctionnement de l’analyse par cytométrie de masse de marqueurs 
cellulaires163. Un anticorps est marqué spécifiquement avec un élément lourd lie son 
épitope cellulaire. La cellule est introduite dans le plasma à couplage inductif (ICP) sous 
forme de gouttes nébulisées. Chacune des cellules est atomisée puis ionisée et les ions 
lourds sont filtrés par le quadripôle. Le détecteur de temps de vol détermine la composition 
en métaux lourds rapporteurs. Chacun des éléments rapporteurs est corrélé avec la 
présence du marqueur, puis analysé par les plateformes classiques de cytométrie. Adapté 
de Bendall SC, Nolan GP, Roederer M, Chattopadhyay PK. Trends Immunol. 2012. 
 
C. Avantages et inconvénients de la cytométrie de masse 
La cytométrie de masse ne donne pas accès à la taille et à la granulosité cellulaire de fait 
de l’approche physique utilisée. La sensibilité des couplages anticorps-métaux est plus 
faible par rapport aux rapporteurs fluorescents car les polymères de chélation autorisent 
un maximum de 100 ions métalliques par anticorps ce qui crée un signal plafond170. La 
vitesse d’échantillonnage est également limitée à 1000 cellules/s contre 25 000 à 50 000 
cellules/s en cytométrie en flux171. De plus, le système de nébulisation est inefficace et 
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ainsi seulement 30% des cellules initialement introduites finiront par être analysées. Enfin, 
cette technologie est destructrice des cellules introduites du fait de l’utilisation d’un 
plasma. Le tri cellulaire n’est donc pas possible. 
L’absence de superposition spectrale est un avantage majeur de cette technologie. Le 
seul signal d’interférence provient d’impuretés isotopiques pouvant modifier la masse de 
plus ou moins un Dalton, ou de l’oxydation des métaux qui augmente la masse de 16 
Daltons171. Le faible bruit de fond du cytomètre de masse permet de réaliser des mesures 
multiplexées. Enfin, cette méthode permet de mesurer de nombreux paramètres et donc 
d’identifier des populations cellulaires rares. Cytométrie en flux et cytométrie de masse 
sont deux approches complémentaires. La cytométrie de masse permet la découverte de 
populations cellulaires rares et l’identification de marqueurs qui pourront ensuite être 
utilisées en cytométrie en flux et pour le tri cellulaire. Cytométrie de masse, via le nombre 
de marqueurs étudiés donne également une vision plus globale et complexe du système 
immunitaire. 
6. Marquage et acquisition au cytomètre de masse 
Les échantillons sont décongelés à 37°C et lavés deux fois avec du PBS/BSA 0,5%. 
Ils sont ensuite mis en présence d’anticorps couplés à des métaux lourds (Annexe 1) et 
dilués dans du PBS/BSA 0.5%. Les anticorps sont dirigés contre les marqueurs de surface 
suivants : .CD66, HLA-DR, CD3, CD64, CD8, CD45, CD123, CD11a, CD11b, CD38, 
CD16, CD23, CD86, CD32, CD162, CCR7, CD5, CD1c, CX3CR1, CD34, CXCR4, CD39, 
CCR5, CD28, CD11c, CD14, CD4, CD25, CD141, CD20 et CD205. Après deux lavages 
avec du DPBS 1X, les cellules sont fixées avec la PBS/PFA 1,6% puis perméabilisées 
avec une solution de PermWash 1X (Becton Dickinson, USA). Les anticorps dirigés contre 
les molécules intracellulaires (Annexe 1) et l’iridium (agent intercalant de l’ADN) dilués 
dans du PermWash 1X sont alors mis en présence des cellules. Les anticorps sont dirigés 
contre les molécules intracellulaires suivantes : granzyme B et perforine (Annexe 1). 
Après deux lavages avec du DPBS 1X, les cellules sont fixées en PBS/PFA 1,6% puis 
lavées et diluées dans 1ml d’eau Milli-Q (Merk Millipore, USA). Les cellules sont filtrées à 
l’aide d’un filtre de 35 µm (BD Biosciences), avant l’addition de billes de calibration (EQTM 
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Four-Element Calibration Beads) (Fluidigm, San Francisco, USA). Chaque échantillon est 
séparé en deux au moment de l’acquisition. Celle-ci s’effectue au CyTOF (DVS Sciences, 
Canada) à l’aide du logiciel CyTOF (version 5) et après validation du contrôle qualité de 
l’appareil. 
7. Traitement des données et analyse 
Les données de cytométrie de masse ont été normalisées à l’aide de  l’algorithme 
MATLAB Normalizer développé par l’équipe de Rachel Finck 172. Des billes permettant 
cette étape de normalisation ont été ajoutées aux échantillons avant l’acquisition au 
CyTOF. Le signal des billes de calibration contenues dans chaque échantillon est utilisé 
par l’algorithme pour ajuster le signal mesuré au niveau de chaque échantillon afin de 
pallier la diminution du signal observée au cours du temps d’acquisition. Les deux réplicas 
de chaque échantillon ont été concaténés à l’aide de l’outil de concaténation de fichiers 
FCS contenu dans l’application logicielle web Cytobank (Mountain View, CA). L’analyse 
des données multidiparamétriques générées par la cytométrie de masse peut se faire en 
utilisant la représentation en nuage de points bidimensionnels (dot-plots). Cependant, 
pour 33 marqueurs, cela nécessiterait, la génération de 496 dot-plots. Pour s’affranchir 
de ce type d’analyse (qui prend du temps et qui n’est pas évident à analyser), des 
algorithmes permettant de réaliser une analyse simplifiée ont été développés. L’analyse 
Spanning-tree progression analysis of density-normalized events (SPADE)164 permet de 
générer des arbres constitués de nœuds regroupant des cellules similaires : les nœuds 
sont liés entre eux en fonction de leur proximité phénotypique. Cet algorithme conserve 
les données des populations rares en réalisant un sous-échantillonnage densité 
dépendant. Cette méthode assure une représentation égale des cellules provenant des 
populations abondantes et des cellules provenant de populations rares. SPADE réalise 
ensuite un regroupement agglomérant hiérarchique, qui forme des nœuds de cellules 
proches sur l’espace multidimensionnel. Il réalise des itérations jusqu’à l’obtention du 
nombre de nœuds demandé. SPADE crée un arbre branché représentant les relations 
phénotypiques entre les différents nœuds. Il est ensuite possible via une échelle en 
gradient coloré de visualiser la médiane d’expression de chacun des marqueurs au niveau 
de chaque nœud. L’analyse SPADE164 a été réalisées simultanément pour les 
échantillons de sang et de moelle osseuse de tous les individus, avec les 33 marqueurs. 
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Les nœuds SPADE générés ont été annotés manuellement. Pour visualiser et intégrer 
les données obtenues à partir de SPADE, l’application SPADEVizR a été développée au 
sein de l’unité (Thitchek et al. In preparation). SPADEVizR permet d’identifier 3 types de 
clusters cellulaires pertinents. Les nœuds abondants sont ceux ayant une abondance 
cellulaire statistique supérieure à un seuil spécifique (t-test Simple). Les nœuds 
statistiquement différents entre deux conditions biologiques sont ensuite identifiés par un 
t-test apparié. Enfin, la corrélation de Spearman entre abondance cellulaire et condition 
biologique est effectuée.  
IV. Résultats 
1. Approche expérimentale 
L’étude pilote que j’ai réalisé a consisté en la validation de l’approche de cytométrie de 
masse et sa capacité à révéler des populations myéloïdes dans le contexte de l’infection 
du macaque cynomolgus par le SIVmac251. La proximité des primates non humains avec 
l’homme fait de ces animaux des modèles de choix pour l’étude des maladies infectieuses 
comme le VIH. Ainsi, les ancêtres de l’homme et du macaque ont divergées il y 25-28 
millions d’années, alors que la divergence entre homme et souris a eu lieux il y a 70 
millions d’années173. De nombreuses espèces de primates africains sont des hôtes 
naturels du SIV mais ne développent généralement pas de maladie. Au contraire, 
l’infection des macaques asiatiques, qui ne sont pas des hôtes naturels des lentivirus, par 
certaines souches du SIV induit une forte charge virale, une déplétion des cellules T CD4+ 
et des infections opportunistes. Trois espèces de macaques sont habituellement utilisées 
comme modèle de l’infection par le VIH : le macaque rhésus (Macaca mulatta), le 
macaque à queue de cochon (Macaca nemestrina) et le macaque cynomolgus (Macaca 
fascicularis). Chacune de ces espèces possède une histoire évolutive particulière, qui 
affecte le devenir de l’infection par le SIV.  Le macaque cynomolgus infecté par le 
SIVmac251 reproduit la dynamique de déplétion des cellules T CD4+ et la réplication virale 
observée chez les patients infectés par le VIH-1. Comparé au macaque rhésus, le taux 
progression de la maladie des cynomolgus infectés par le SIVmac251 ainsi que la 
progression vers la phase SIDA sont plus lent174. Le cynomolgus est donc un modèle de 
choix pour étudier la phase aiguë et chronique de l’infection. De plus, la 
pharmacocinétique et la pharmacodynamique des traitements antirétroviraux est proche 
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de celle observée chez l’homme160. Néanmoins, le SIVmac251 est génétiquement plus 
proche du VIH-2 que du VIH-1 (Figure 1). Le SIVmac251 n’est pas sensible à certains 
inhibiteurs de protéases, de la transcriptase inverse et de l’intégrase. Les macaques 
cynomolgus proviennent de l’ile Maurice, où un petit groupe d’animaux fondateurs a été 
introduit il y a environ 500 ans par l’homme. Seulement sept haplotypes de CMH  ont été 
identifiés sur cette colonie d’animaux. Ainsi, l’effet de l’haplotype du CMH de classe I sur 
l’infection par le SIVmac251 a pu être évalué. L’haplotype H6 est associé à un contrôle 
significatif de l’infection, alors que les animaux positifs pour l’haplotype H5 échouaient à 
contrôler la virémie comparé aux autres animaux de la cohorte175. Pour cette raison nous 
avons exclue les animaux porteurs de l’haplotype H6 durant l’étude pilote. 
 
Figure 15 : Suivi longitudinal du comptage lymphocytaire sanguin (bleu) et de la 
charge virale plasmatique (rouge) chez les deux macaques cynomolgus infectés 
par le SIVmac251. 
Notre étude pilote repose sur trois macaques sains et deux macques infectés 
chroniquement par le SIVmac251 (29 octobre 2014) (Figure 15). Les approches 
statistiques réalisées sur ce petit échantillon ne peuvent pas être généralisées et sont 
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utilisées pour centrer l’analyse sur certaines populations cellulaires. 
2. Mise au point du marquage des cellules myéloïdes 
Pour évaluer l’impact de l’infection chronique sur les populations myéloïdes de la moelle 
osseuse et du sang périphérique, il convient de caractériser ces deux compartiments. 
Pour répondre à ce besoin un panel de 33 anticorps a été mis au point pour la cytométrie 
de masse (Figure 16). La première partie de mon projet consistait en la sélection des 
marqueurs pour explorer la diversité des populations myéloïdes dans le contexte de 
l’infection SIV. J’ai donc testé la réactivité de plus de soixante-dix clones d’anticorps 
(données non montrées) pour les épitopes portés par les cellules hématopoïétiques du 
macaque Cynomolgus. Les 33 anticorps anti-humains utilisés réagissent de façon croisée 
sur les cellules de macaque, comme le confirme l’analyse hiérarchique manuelle (Figure 
17). 
 
Figure 16 : Représentation des cellules myéloïdes déterminées par des marqueurs 
phénotypique (bleu) et analysés suivant des marqueurs d’activation, de 
différenciation et de mobilisation. 
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3. Caractérisation des populations myéloïdes au repos dans la moelle osseuse 
et la circulation du macaque Cynomolgus sain 
A. Analyse hiérarchique multidimensionnelle classique des deux 
compartiments chez les macaques sains 
L’analyse hiérarchique multidimensionnelle est classiquement utilisée en cytométrie en 
flux pour identifier et caractériser des sous-populations cellulaires sous forme de fenêtre 
(Figure 17). Cette analyse nous permet de décrire les populations cellulaires présentent 
dans la moelle osseuse des macaques sains en comparaison de ce qui est connu dans 
le sang. On observe ainsi des différences entre les populations leucocytaires dans le sang 
et la moelle osseuse des macaques contrôle (Figure 18). 
Figure 17 : Fenêtrage hiérarchique classique montré ici dans le sang d'un macaque 
sain. Les cellules sont sélectionnées à l’aide du marquage à l’iridium (Ir191) puis les billes 
étalons internes sont exclues avec le Ce140. Le CD3 et CD66 permettent de différencier 
les populations de neutrophiles et de lymphocytes T. Les populations cellulaires sont 
ensuite analysées suivant cette stratégie de fenêtrage. 
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Ces différences sont liées à la fonction hématopoïétique de la moelle osseuse, où les 
populations cellulaires peu différentiées coexistent avec des cellules matures, circulant 
dans le sinus veineux. Contrairement au sang, la moelle osseuse héberge des cellules 
CD45-/low (Figure 18.A). Ces cellules sont très probablement des adipocytes, des 
ostéoblastes et des cellules stromales de moelle osseuse, qui participent à 
l’hématopoïèse176. Les prélèvements de moelle osseuse présentent en moyenne 20% de 
lymphocytes T CD3+ chez la macaques de l’étude pilote, alors qu’il représentaient en 
moyenne 5% des cellules de la moelle osseuse dans une publication de 1998 177. Cette 
forte proportion peut s’expliquer par une contamination sanguine due à la technique 
d’aspiration de la moelle osseuse (cytoponction à l’aiguille)176. Les cellules lymphoïdes et 
myéloïdes matures ont la possibilité de retourner dans la moelle osseuse, ce qui explique 
également la présence de lymphocytes T dans ce compartiment. Néanmoins, la moelle 
osseuse contient peu de LT CD4+ comparé aux LT CD8+ et une forte proportion de LT 
double négatifs (Figure 18.B). Les lymphocytes B CD20+ (LB) sont 3 fois moins 
nombreux dans la moelle osseuse comparée au sang (Figure 18.C). Les LB de la moelle 
osseuse sont 32 38, ce qui correspond à des stades précoces de la 
différenciation B30. Ces deux marqueurs sont plus fortement exprimés dans une sous-
population sanguine associées aux LB matures /transitionnels (Figure 18.D)30. 
Néanmoins, l’anticorps anti-CD25 ne permet pas de distinguer des populations de pré-B 
et B immatures CD25+ présentes dans la moelle osseuse de l’homme30. Les cellules NK 
du macaque Cynomolgus ne peuvent pas être identifiées à l‘aide de CD56, qui est 
également exprimé par les monocytes dans cette espèce. Les cellules CD8+, granzyme 
B+, HLA-DR- et n’exprimant pas les marqueurs de lignée lymphoïde et myéloïdes ont été 
considérées comme des cellules NK. Cette population cellulaire est identifiée dans les 
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Figure 18 : Analyse par fenêtrage des populations cellulaires du sang et de la 
moelle osseuse de macaques sains. 
 
Le panel utilisé permet d’identifier différents stades de maturation des neutrophiles. Cette 
population de cellules myéloïdes CD66+ montre une expression différentielle de CD11b 
dans ces deux compartiments. Dans la circulation, elles sont 11 alors que dans 
la moelle osseuse elles sont 11 (Figure 18.F). Le schéma de différentiation des 
neutrophiles passe par le stade promyélocytes, n’expriment pas CD11b, puis vers le stade 
myélocyte et band cell, qui expriment de façon croissante CD11b, dont l’expression 
devient maximale dans les neutrophiles agés178. Cette analyse montre la même trajectoire 
de développement des neutrophiles que celle observé chez l’homme.  
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Trois populations de monocytes sont identifiés chez l’homme et le macaque179 : les 
monocytes classiques (CD14+ CD16-), les monocytes intermédiaires (CD14+ CD16+) et 
les monocytes intermédiaires (CD14+ CD16+). Au repos, les monocytes intermédiaires 
sont majoritaires dans la circulation, ce qui est observé dans le sang et la moelle osseuse 
des macaques sains (Figure 19.A). Les monocytes non classiques (CD14- CD16+) 
représentent une faible proportion des monocytes circulants et médullaires, ce qui a été 
précédemment décrit179. Les monocytes intermédiaires (CD14+ CD16+) sont difficilement 
identifiables dans le sang et la moelle osseuse. Le niveau du marquage par l’anticorps 
anti-CD16 étant relativement bas pour les monocytes et les DC, l’analyse de ces sous-
populations a été complexe. Les mDC sont identifiées par leur expression des marqueurs 
de ligné négatif (lymphoïde, NK, neutrophiles et monocytes), et le paterne HLA-DR+ 
CD123- CD11c+. Chez le macaque Rhésus, CD141 ne montre pas le même ne montre 
pas le même profil d’expression sur les DC que chez l’homme179  
Figure 19 : Distribution des populations de monocytes et de cellules dendritiques 
myéloïdes (mDC) et plasmacytoïdes (pDC) dans le sang et la moelle osseuse des 
macaques sains. 
D’après la littérature, dans cette espèce deux populations de DC peuvent être identifiées 
avec CD16 et CD1c179. Les populations de DC du macaque Cynomolgus sont 
généralement analysées de la même manière. Avec cette stratégie de fenêtrage il peut y 
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avoir une superposition des monocytes non classiques et des mDC CD16+. Les mDC 
CD16+ ne sont pas présentes dans la moelle osseuse et sont difficilement identifiables 
dans le sang (Figure 18.C). Les populations mDC CD1c+ représentent une faible 
proportion des mDC circulantes comparé aux mDC CD1c-. CD141 est exprimé dans deux 
populations de mDC : CD1c+ et CD1c- (Figure 18.C). Son profil d’expression est donc 
différent de celui observé chez l’homme certainement à cause des problèmes de réactivité 
de l’anticorps chez le Cynomolgus. L’expression de CD141 est superposable à celle de 
CD16. Enfin, les pDC (lin- DR+ CD123+ CD11c-) sont présentes dans la moelle osseuse 
et le sang. L’analyse par fenêtrage est complexe et biaisée avec 33 marqueurs par 
cellules. Des algorithmes, comme SPADE, ont donc été développés pour permettre une 
analyse des populations cellulaires164. 
B. Analyse en clusters SPADE des populations myéloïdes chez le macaque 
sain 
La subjectivité de l’analyse hiérarchique manuelle est problématique pour l’étude de 
données multidimensionnelles et de populations cellulaires rares. Pour analyser plus 
finement la complexité des populations cellulaires présentes une approche non 
supervisée de regroupement est nécessaire. L’algorithme SPADE permet de regrouper 
des cellules phénotypiquement proches sous forme de 100 clusters de cellules en utilisant 
les 33 marqueurs du panel. L’annotation des clusters (Figure 20) a été réalisée de la 
façon suivante en se basant sur les stratégies utilisées en cytométrie en flux : 
• Neutrophiles (CD3- CD66+ CD14-) 
• Basophiles (CD3- CD66- CD123+ HLA-DR-) 
• Lymphocytes T (CD3+ CD66-) 
• Cellules NK (CD3- CD66- CD20- HLADR- CD8+) 
• Lymphocytes B (CD20+ HLA-DR+) 
• Monocytes (CD3- CD66- CD20- CD14+ HLA-DR+) 
• pDC (CD3- CD66- CD20- CD14- HLA-DR+ CD123+ CD11c-) 
• mDC (CD3- CD66- CD20- CD14- HLA-DR+ CD123- CD11c+). 
Page | 63  
 
Figure 20 : Clusters  obtenus après analyse SPADE164 réalisée sur l’ensemble des 
cellules du sang et de la moelle osseuse des macaques Cynomolgus. L’arborisation 
ainsi que la position des nœuds (ie. Clusters) dans l’espace résument les relations 
phénotypiques entre les différentes populations cellulaires. La taille de chaque nœud est 
proportionnelle au nombre de cellules qu’il contient. Ici le gradient de coloration du verts 
au rouge représente le niveau d’expression de CD66. 
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Pour identifier et caractériser les clusters pertinents à analyser parmi les 100 clusters une 
méthode statistique est nécessaire. L’application SPADEVizR développée au sein de 
l’unité permet d’identifier des clusters significativement abondants dans deux conditions 
biologiques différentes. Cette application a donc été utilisée pour comparer et décrire les 
variations d’abondance des populations cellulaires entre moelle osseuse et sang (Figure 
21). Ces analyses statistiques sont utilisées pour sélectionner des clusters dont la 
quantité de cellules varie significativement dans deux conditions distinctes (sang et moelle 
osseuse). Néanmoins cette approche n’est pas représentative car l’échantillon ne contient 
que 3 macaques sains. 
Figure 21 : « Volcano plot » représentant les différences d'abondance des clusters 
de cellules myéloïdes chez les macaques témoins en fonction de la significativité 
du t-test (p<0.05). Les clusters situés au-dessus de la limite (pointillés rouges) sont 
significativement enrichis dans le sang ou la moelle osseuse.  
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Cette analyse montre que 8 clusters (neutrophiles et basophiles) sont spécifiques du 
sang, et que 13 clusters (neutrophiles, monocytes classiques, pDC et basophiles) sont 
plus abondants dans la moelle osseuse. Globalement le niveau d’expression de CD66, 
CD45, CD32 et de CD11b par les neutrophiles médullaires est plus faible et celui de 
CXCR4 plus fort, caractéristique de populations moins différenciées 178. Chez l’homme, 
au cours de la myélopoïèse les précurseurs des neutrophiles perdent progressivement 
l’expression de CXCR4. Ce chimiorécepteur permet la maturation et l’adhésion des 
précurseurs myéloïdes aux cellules stromales exprimant CCL12180. Le vieillissement et la 
maturation des neutrophiles s’accompagnent également d’une augmentation 
d’expression de CD11b, CD32 et CD66181. CD11b est une intégrine qui permet 
notamment aux leucocytes d’adhérer à l’endothélium vasculaire afin d’effectuer la 
diapédèse. CD32 (FcγRII) est un récepteur de la portion Fc des immunoglobulines G (IgG) 
qui permet aux neutrophiles matures de phagocyter des complexes immuns, des agents 
infectieux opsonisés et entraine également leur dégranulation182. Ainsi, l’augmentation 
d’expression de CD32 et CD11b avec la maturation des neutrophiles est certainement 
corrélée à leurs capacités fonctionnelles. 
Après identification des clusters de cellules, qui semblent spécifiques du sang ou de la 
moelle osseuse, il convient d’analyser le niveau d’expression des différents marqueurs 
pour caractériser finement ces populations cellulaires. Pour visualiser facilement les 
profils d’expression des 100 clusters créer dans SPADE, nous avons utilisé une 
représentation « heatmap » (Figure 22). La heatmap représente la moyenne relative des 
intensités médianes d’expression des marqueurs, tout en effectuant un regroupement 
hiérarchique des clusters et des marqueurs. Par cette approche, les clusters sont 
organisés au sein d’un dendrogramme suivant leurs relations phénotypiques et les 
marqueurs sont organisés suivant leur degré de co-expression. Les intensités de 
marquage sont classées en 5 catégories uniformes calculées sur les rangs d’expression 
du 1er au 99 ème percentile. Il est alors possible de comparer facilement les sous-











Figure 22 : Heatmap représentant le niveau d’expression des 33 marqueurs pour chacun des 100 clusters obtenus dans le sang et la moelle 
osseuse des macaques sains. Les intensités de marquage sont classées en 5 catégories uniformes calculées sur les rangs d’expression du 1er 
au 99ème percentile. Les clusters sont organisés au sein d’un dendrogramme suivant leurs relations phénotypiques et les marqueurs dans un 
dendrogramme montrant leur degré de co-expression. 
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La moelle osseuse du Cynomolgus est principalement composée de populations de 
neutrophiles immatures CD66CD11b !/#CXCR4 	CCR5 183. Ces populations sont 
certainement des métamyélocytes ou des cellules en bandes (« band cells ») en cours de 
différenciation181. Une autre population de neutrophiles spécifique de la moelle osseuse 
CD66CD11b n’exprime ni CCR5 et CXCR4 à sa surface. Cette dernière est 
certainement sur le point de quitter la moelle osseuse pour la circulation sanguine184. Ces 
populations immatures coexistent avec des neutrophiles âgés 
CD66()*+CD11b()*+CXCR4()*+représentés par le cluster 72178. Cette population, peu 
représentée dans le sang, est 12 fois plus importante dans la moelle osseuse (Figure 
21). Chez l’homme, le chimiorécepteur CXCR4 permet également la migration vers la 
moelle osseuse et son expression augmente avec l’âge des neutrophiles circulants. Les 
neutrophiles sénescents sont ainsi éliminés par les macrophages médullaires et digestifs 
par un mécanisme appelé efférocytose185.  
Comme chez l’homme, les neutrophiles circulant du Cynomolgus peuvent être divisés en 
deux sous populations suivant le niveau d’expression de CD66, CD11b et 
CD32 :		CD66()*+CD11b()*+ CD32()*+/ 	CD66CD11bCD32, ! 178. Chez l’homme, 
les neutrophiles CD66()*+CD11b()*+CD32()*+ sont les stades terminaux de 
différenciation181. Cette population peut être découpée en deux sous-populations suivant 
la présence ou non de CCR5 à leur surface. Le chimiorécepteur CCR5 permet aux 
neutrophiles de migrer vers les tissus inflammatoires185. La majeure partie des 
neutrophiles circulant chez le Cynomolgus expriment CCR5. Le pool de neutrophiles apte 
à migrer vers le tissu inflammatoire est donc important. La population 
CD66CD11bCD32, !, certainement moins âgée, possède la particularité d’exprimer 
HLA-DR et faiblement CXCR4. Le cluster 100 ne varie pas en abondance dans les deux 
compartiments (Figure 21). Cette population CD66()*+ CCR7. montre une expression 
différentielle de CD11b et CD32 suivant sa localisation. Dans la moelle osseuse ces 
cellules sont moins différentiées et sont	CD11b !CD32, !. En contraste, ces neutrophiles 
sont CD11b()*+CD32()*+ dans la circulation sanguine, signant une maturation plus 
avancée. Le récepteur aux chimiokines CCR7, permettant la migration vers les organes 
lymphoïdes secondaires, est exprimé quel que soit le compartiment étudié. Cette 
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population, capable de migrer vers les nœuds lymphatiques, est certainement liée aux 
capacités de migration des neutrophiles dans les organes lymphoïdes et à leur probable 
rôle régulateur dans la réponse immune184. 
Le cluster 76, qui est formé de basophiles, est également spécifique de la moelle osseuse. 
Cette population médullaire exprime faiblement CD11b, comme les neutrophiles de ce 
compartiment. Le cluster 76 est remplacé par dans le sang par le cluster 96 constitué, 
également composé de basophiles, plus différenciés	HLA −
DR()*+,CD123()*+,CD38()*+, CCR5. 
Deux clusters de monocytes classiques 1434/ 567 − 834 sont plus abondants 
dans la moelle osseuse. Ils expriment fortement CCR5 et CXCR4, comme les autres 
populations myéloïdes en cours de différenciation. Le niveau d’expression de HLA-DR de 
ces monocytes augmente dans le sang. Ces deux clusters montrent un niveau 
d’expression de CD14 différent. Dans un modèle cynomolgus, il a été montré que les 
monocytes classiques sont produits dans la moelle osseuse et se différencient dans la 
circulation en monocytes intermédiaires puis en monocyte non classique (Figure 10)179. 
Les monocytes non classiques sont représentés dans le sang par le cluster 82, qui est 
CD16()*+ CD86()*+ CCR5#,CXCR4#. 
Enfin une population de pDC est également plus abondante dans la moelle osseuse 
(Figure 21). Le cluster 90 exprime plus fortement CD123, plus faiblement HLA-DR CD11a 
et CD11b dans la moelle osseuse que dans la circulation. Comme les autres cellules 
myéloïdes médullaires l’expression de CXCR4 est très forte pour les pDC. Ce marqueur 
disparait ensuite dans les pDC circulantes. Chez le Cynomolgus, les pDC expriment 
CD141 comme une sous population de mDC. Ces observations, déjà effectuées chez 
l’homme, montrent un processus de différenciation des pDC depuis la moelle osseuse 
vers le sang similaire chez le Cynomolgus.  
Le modèle Cynomolgus montre donc des dynamiques de différenciation et des 
populations myéloïdes similaires de celles observés chez l’homme. L’analyse s’est 
focalisée sur les différences majeures entre ces deux compartiments chez le macaque 
Cynomolgus. Nous allons maintenant étudier l’impact de l’infection chronique au SIV sur 
ces populations myéloïdes. 
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4. Impact de l’infection SIV chronique sur les populations myéloïdes médullaires 
et circulantes. 
La moelle osseuse des macaques infectés chroniquement par le SIV est globalement 
appauvrit en populations hématopoïétiques, au profit des cellules CD45# (Figure 23). 
Cela est observé chez l’homme, où, avec le vieillissement, les populations 
hématopoïétiques sont progressivement remplacées par du tissu adipeux186. 
L’inflammation chronique provoquée par l’infection persistante au HIV entraine également 
un vieillissement prématuré du système immunitaire15. Les populations de neutrophiles et 
de lymphocytes T médullaires sont les plus touchées par l’infection au SIV. Les 
populations de neutrophiles médullaires CD66CD11b#CXCR4 précédemment 
identifiées (clusters 5, 17, 18, 21, 23 et 41) sont moins abondantes chez les macaques 
infectés (Figure 23 et 24). Il y a donc un appauvrissement en neutrophiles immatures. De 
façon intéressante, les populations de neutrophiles circulants montrent un profile proche 
de celui de la moelle osseuse au repos. Les sous populations matures 
CD66HightCD11bHightCD32Hight (clusters 7, 58, 64, 84, et 97) disparaissent totalement du 
sang alors qu’elles représentaient les neutrophiles circulants les plus abondants au repos 
(Figure 23 et 24). Le cluster 33 de neutrophiles matures est 128 fois moins abondant 
dans la circulation des macaques infectés. L’infection provoque une diminution globale 
de l’expression de CD11b et une augmentation de CD32 et CXCR4 caractéristique des 
neutrophiles immatures178. Les neutrophiles circulant sont certainement des cellules 
immatures (métamyélocytes, cellules en bandes) caractéristiques d’un processus 
inflammatoire évolutif, qui mobilise les cellules médullaires181.  
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Figure 23 : Impact de l’infection par le SIV sur les populations myéloïdes 
médullaires et circulantes des macaques cynomolgus. La représentation SPADE 
montre les différents clusters (points) dont la taille est proportionnelle à la moyenne du 
pourcentage de cellules qui les composent (Témoins n=3, SIV+ n=2). Chacune des sous-
populations leucocytaires est indiquée par une couleur. L’infection par le SIV entraine des 
changements phénotypiques majeurs des neutrophiles circulants (bleu), qui montrent un 
profil proche des neutrophiles médullaires. Les neutrophiles différentiés disparaissent de 
la circulation au cours de l’infection. L’infection entraine également un appauvrissement 
global en leucocytes au profil de cellules CD45- (noir). Le SIV entraine également la 
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Les neutrophiles terminaux 	CD66()*+CD11b()*+CCR5. sont certainement mobilisés vers 
les tissus inflammatoires, comme l’intestin, où la réplication virale et l’inflammation sont 
intenses. De plus, les neutrophiles CD66()*+CD11b()*+ CCR7. CXCR4# (cluster 33) 
migrant vers les organes lymphoïdes secondaires, disparaissent quasiment de la 
circulation. L’infection SIV provoque peut-être leur migration vers les nœuds lymphatiques 
où la réponse immune et la réplication virale ont également lieux. La perte de cette sous-
population est légèrement compensée par l’augmentation de la sous-population 
CD66()*+CD11b()*+ CCR7.	 CXCR4()*+ (cluster 66). Identifié dans la moelle osseuse au 
repos, ce cluster est libéré dans la circulation lors de l’infection. Il y a donc une 
mobilisation de l’ensemble des populations de neutrophiles médullaires dans la circulation 
certainement pour compenser la migration des neutrophiles vers les tissus 
inflammatoires. Les basophiles circulants CD66, !CD11b CD123()*+	 CXCR4# (cluster 
96) sont remplacés par une population de basophiles CXCR4()*+ (cluster 76) au cours de 
l’infection par le SIV (Figure 23 et 24). Comme pour les neutrophiles, cette population est 
mobilisée à partir de la moelle osseuse durant l’infection. Peu de données sont 
disponibles sur les basophiles dans l’infection SIV et HIV.  
Le nombre de monocytes classiques (clusters 20 et 54) et non classiques (cluster 82) 
médullaires n’est pas augmenté par l’infection. Dans le sang des macaques infectés, les 
monocytes classiques CD14/()*+CD16#CD86 sont 128 fois plus abondants (Figure 
24). Il y a donc une expansion de cette population chez le Cynomolgus infecté 
chroniquement comparé à ce qui a été observé chez les patients infectés par le VIH-1 91. 
De plus, les monocytes non classiques CD14#CD16.CD86()*+ sont doublés au cours de 
l’infection, comme ce qui est observé chez l’homme91.  
Deux populations de mDC se trouvent augmentées au cours de l’infection (cluster 32 et 
60) (Figure 24). La première population est HLA − DR34CD11c()*+CD141()*+ 
CD1c#CD86: 	 CXCR4()*+ (cluster 60) et se retrouve doublée dans la circulation et la 
moelle osseuse.  
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Figure 24 : Variation des sous-populations leucocytaires médullaires et sanguines 
au cours de l’infection par le SIV. Le « volcano plot » représente l’enrichissement ou 
l’appauvrissement des différents clusters de leucocytes dans le sang et la moelle osseuse 
au cours de l’infection par le SIV. Limite de significativité représentée en pointillés rouges 
(p value < 0,05%). 
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Cette population de mDC CD1c- CD141+ est peut-être capable de réaliser une 
présentation croisée aux lymphocytes T CD8, mais peu d’études fonctionnelles chez le 
macaque Cynomolgus sont disponibles. Le cluster 32 est aussi doublé dans le sang des 
macaques virémiques et représente une population HLA − DRCD11c()*+CD141 
CD1c()*+, qui correspond certainement à la population capable de présentation directe 
aux lymphocytes T CD4. Dutertre et al.91 montrent des résultats différents chez des 
patients infectés par le VIH-1 et virémiques, où les les populations de mDC sont 
globalement diminuées. L’auteur montre également que le marqueur CADM1 peut être 
utilisé chez le macaque pour identifier une population fonctionnellement équivalente aux 
mDC CD141+ 187. 
Enfin, le nombre de pDC (cluster 90) médullaires et circulantes est divisé par deux durant 
l’infection (Figure 24). Chez les macaques infectés les pDC circulantes expriment plus 
faiblement HLA-DR, CD11b, CCR5 et CD4, et au contraire deviennent	CXCR4.. Ce 
paterne correspond à des pDC jeunes, mobilisées récemment de la moelle osseuse. 
Cette diminution des pDC dans la circulation chez Cynomolgus infecté par le SIV a été 
attribuée à une migration de ces cellules vers les organes lymphoïdes secondaires, où 
elles s’accumulent. 
L’infection par le virus du SIV a également un effet sur la répartition des différentes 
populations de cellules NK dans ces compartiments. Ainsi la population de NK circulante 
et différentiée CD834	Granzyme	B/Perforine()*+CD1634 CD38()*+CX3CR134 (Cluster 
39) disparait quasiment de la circulation des macaques infectés par le SIV, au profit de 
populations normalement retrouvées dans la moelle osseuse au repos (clusters 14, 27, 
35, 62 et 70) (Figure 23 et 24). 
L’infection par le virus du SIV entraine donc une mobilisation globale des populations 
myéloïdes et NK depuis la moelle osseuse vers le sang. Les populations matures 
disparaissent de la circulation, certainement car elles migrent vers les organes myéloïdes 
secondaires comme les nœuds lymphatiques et les tissus lymphoïdes associés au tube 
digestif, où la réplication virale est intense147. 
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V. Discussion 
Pour la première fois chez le macaque Cynomolgus les populations myéloïdes de la 
moelle osseuse et du sang ont été étudiés simultanément, à l’aide d’une technologie de 
cytométrie de masse utilisant 33 marqueurs. La caractérisation de ce modèle d’étude de 
l’infection VIH est importante pour affiner notre connaissance de ce modèle. Cette étude 
pilote met en évidence une modulation globale des populations myéloïdes médullaires et 
circulantes lors de l’infection chronique de macaques cynomolgus par le SIVmac251. 
Au repos, la moelle osseuse et le sang montrent une diversité insoupçonnée des 
neutrophiles. Il nous est ainsi possible de suivre le processus de maturation des 
neutrophiles dans ces compartiments. Les observations faites chez le cynomolgus 
témoins correspondent à ce qui a été précédemment observé chez l’homme. L’infection 
par le SIV se traduit par une perturbation des populations myéloïdes et NK de ces deux 
compartiments. L’inflammation chronique caractéristique de cette infection se traduit par 
une accumulation de cellules CD45-, qui sont certainement des adipocytes186. Ce 
phénomène s’observe également lors de l’infection par le VIH chez l’homme où 
l’inflammation chronique est à l’origine d’une immuno-sénescence précoce15. Les 
neutrophiles immatures, qui étaient caractéristiques de la moelle osseuse au repos, se 
retrouvent enrichis dans la circulation. Ce phénomène est observé lors d’infections 
bactériennes, où les produits bactériens, comme le LPS, entrainent l’augmentation de l’IL-
1, le TNF et le G-CSF, induisant une neutrophilie181. L’inflammation chronique est 
certainement à l’origine de la libération des neutrophiles médullaires. De plus, les 
neutrophiles sont impliqués dans la maturation des cellules NK dans la moelle osseuse181. 
L’étude de la neutropénie congénitale sévère, ainsi que la neutropénie auto-immune chez 
l’homme montre qu’un déficit global en neutrophiles matures diminue les cellules NK 
circulantes matures188. Les cellules NK circulantes sont hypo-fonctionnelles chez ces 
patients. De façon intéressante, les cellules NK matures disparaissent de la circulation 
chez les macaques infectés chroniquement par le SIV. La perte des neutrophiles matures 
dans cette infection pourrait donc participer aux dysfonctions observées sur les cellules 
NK. 
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Néanmoins, ces résultats ont été obtenus sur un petit groupe d’animaux, rendant les 
analyses statistiques impossibles et non représentatives. Le modèle d’étude utilisé, le 
macaque cynomolgus, est actuellement l’un des modèles les plus pertinents dans l’étude 
de l’infection VIH et son traitement. Mais les différences génétiques et immunitaires 
existant entre l’homme et le macaque demanderont de démontrer ces résultats chez 
l’homme. Ces observations sont faites sur la souche du SIVmac251, dont la génétique 
est également différente de celle du VIH. L’approche de cytométrie de masse utilisée pour 
explorer les populations myéloïdes permet une analyse quantitative et simultanée de 33 
marqueurs, ainsi qu’une analyse à l’échelle unicellulaire ou des clusters. Mais la 
technique de fixation des cellules, permettant de préserver les polynucléaires, a 
l’inconvénient de dénaturer les épitopes qui seront reconnues par les anticorps. 
Additionné avec le problème de réactivité croisée des anticorps, qui sont construit pour 
reconnaitre des motifs antigéniques humains, la conception de panel d’anticorps est 
complexe. Les niveaux d’expression des marqueurs ne sont donc pas comparables entre 
hommes et macaques. De plus la cytométrie de masse est une technique destructrice de 
cellules étudiées et demande une grande quantité de cellules. Seulement 20% des 
cellules initialement préparés pourront être analysées170. Les résultats obtenus sont 
également à considérer suivant la méthode d’analyse SPADE. Cet algorithme réalise un 
sous-échantillonnage densité dépendante qui permet de préserver les populations rares 
mais qui entraine une perte d’information189. 
Mon projet de thèse universitaire aura pour objectif d’étudier les altérations des 
populations myéloïdes au cours de l’infection, ainsi que leurs impacts sur l’inflammation 
chronique et la persistance du SIV dans l’organisme. Ce projet se déroulera dans le cadre 
du programme P-VISCONTI où 66 macaques Cynomolgus seront séparés en 5 groupes 
suivant le moment où le traitement sera initié. Les analyses faites pourront donc être à 
nouveau effectuées sur un groupe plus important d’animaux, répondant au principal point 
faible de l’étude pilote. D’autres compartiments comme les nœuds lymphatiques 
mésentériques ou encore l’intestin seront étudiés pour vérifier l’hypothèse d’une migration 
des cellules myéloïdes vers les tissus et les organes lymphoïdes secondaires. Durant 
mon master 2 j’ai également développé une technique d’extraction et de fixation des 
cellules hématopoïétiques intestinales, permettant de préserver les polynucléaires et 
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certainement les mastocytes. De plus, les populations de cellules myéloïdes modulées 
par l’infection SIV et son traitement seront analysées d’un point de vue fonctionnelle. Des 
techniques de cytométrie en flux pour la détection de cytokines intracellulaires après 
stimulation seront donc utilisées. Pour localiser au niveau tissulaire les populations 
identifiées par cytométrie de masse, une technique d’histo-cytométrie sera également 
mise en œuvre. Une méthode de tri cellulaire associée à une co-culture de cellules 
myéloïde et de cellules NK permettra de tester l’hypothèse du rôle régulateur, des cellules 
myéloïdes, sur cette population majeure de l’immunité antivirale. Enfin, les observations 
faites sur ces populations chez le macaque seront confirmées chez l’homme, grâce à des 
prélèvements de donneurs témoins, de patients infectés par le VIH sous traitement ou 






























Metal Anticops Company clone Mac Cytof optimal µl/well
141Pr CD66 (a,b,c,e) miltenyi
TET2 0,3
142Nd HLA-DR BD L243 0,25
143Nd CD3 BD SP34.2 3
144Nd CD64 BD 10.1 2
145Nd CD8 BD RPAT8 1
146Nd CD45 BD D058-1283 0,5
147Sm CD123 BD 7G3 1
148Nd Granzyme B AbD serotec
GB11 1
149Sm CD11a BD HI111 1
150Nd CD11b BD ICRF144 1
151Eu CD38 Stem cell AT-1 1,5
152Sm CD16 BD 3G8 2,7
153Eu CD23 B. Coulter 9P25 2,7
154Sm CD86 BD IT2.2 2,5
155 CD32 BD FLI8.26 1
156Gd CD162 BD KPL-1 1,5
159Tb CCR7 (CD197) biolegend G043H7 1
160Gd CD5 biolegend UCHT2 1
161Dy CD1c Biotechne AF5910 1
162 CX3CR1 Ozyme 2A9-1 1,5
163Dy CD34 BD 563 1,5
164Dy CD184 (CXCR4) BD
12G5 1
165Ho CD39 Ebioscience eBioA1 1
166Er CD195 (CCR5) BD
3A9 1,5
167Er CD28 BD CD28.2 2,7
168Er CD11c Biolegend 3.9 2,5
169Tm CD33 DVS WM53 2,5
170Er CD14 BD M5E2 1,5
171Yb CD4 BD L200 2,5
172 CD25 Miltenyi 4E3 2,5
173Yb CD141 DVS 1A4 1
174Yb CD20 BD 2H7 2
175 Perforin Mabtech PF-344 2,5
176 CD205 BD MG38 1,5
Annexe 1: Panel d'anticorps utilisé pour le marquage des cellules. 
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